
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

HUAZHONG AGRICULTURAL UNIVERSITY 

博 士 学 位 论 文 
DOCTOR’S DEGREE DISSERTATION 

中国 武汉 

WUHAN，CHINA 

二〇二零年十二月 

DECEMBER, 2020 

 

Glypican-3 与 FAT1 的互作鉴定 

及其促进肝癌细胞迁移的研究 

Glypican-3 interacts with atypical cadherin FAT1 and promotes 

the migration of hepatocellular carcinoma cells 

研 究 生: 孟盼盼  

CANDIDATE： MENG PAN PAN 
  

导    师: 丰明乾 

SUPERVISOR： FENG MING QIAN 
  

专    业: 生物化学与分子生物学 

MAJOR： BIOCHEMISTRY & MOLECULAR 

BIOLOGY 
  

研究方向: 

FIELD： 

肿瘤生物学 

CANCER BIOLOGY  

 



 2 

分类号：                                           密  级：无 

 

 

华中农业大学博士学位论文 
 

Glypican-3 与 FAT1 的互作鉴定 

及其促进肝癌细胞迁移的研究 

Glypican-3 interacts with atypical cadherin FAT1 and 

promotes the migration of hepatocellular carcinoma cells 

 

专    业    生物化学与分子生物学 

研究方向    肿瘤生物学 

研 究 生    孟盼盼 

指导教师    丰明乾    教授 

指导小组    张晓妍    教授 

            陈振夏    教授 

            张  敏    教授 

            刘静霞    教授 

            王  恒    教授 

             

                    

专业：生物化学与分子生物学  研究方向：肿瘤生物学 

获得学位名称：理学博士      获得学位时间：2021 年 06 月  

华中农业大学生命科学技术学院 

二零二零年十二月

 



 

 

 



 

Glypican-3 与 FAT1 的互作鉴定及其促进肝癌细胞迁移的研究 

I 
 

目 录 

摘要 ................................................................................................................................... i 

Abstract ............................................................................................................................ iv 

缩略语表 ........................................................................................................................ vii 

1 前言 .............................................................................................................................. 1 

1.1 肝癌的流行病学与治疗现状 ................................................................................. 1 

1.1.1 肝癌的流行病学 .............................................................................................. 1 

1.1.2 肝癌的诊断与治疗现状 .................................................................................. 2 

1.2 Glypican-3 蛋白与肝癌的靶向治疗 ...................................................................... 4 

1.2.1 Glypican 蛋白家族的结构与功能 .................................................................. 4 

1.2.2 Glypican-3 在胚胎发育中的表达与功能 ....................................................... 5 

1.2.3 Glypican-3 在肝癌中的表达与功能 ............................................................... 6 

1.2.4 靶向 Glypican-3 的免疫治疗研究现状 ......................................................... 7 

1.2.4.1 靶向 Glypican-3 的抗体治疗 ...................................................................... 7 

1.2.4.2 Glypican-3 肿瘤疫苗 .................................................................................... 8 

1.2.4.3 靶向 Glypican-3 的 CAR-T 治疗 ................................................................ 9 

1.3 FAT 家族的结构与功能 ...................................................................................... 11 

1.3.1 FAT 蛋白家族 ................................................................................................ 11 

1.3.2 FAT1 在细胞分化与器官形成中的作用 ...................................................... 12 

1.3.3 FAT1 在细胞运动中的作用 .......................................................................... 13 

1.3.4 FAT1 在组织生长中的调控作用 .................................................................. 14 

1.3.5 FAT1 在肿瘤中的表达与功能 ...................................................................... 15 

1.4 肿瘤与低氧微环境 .............................................................................................. 17 

1.5 本研究的目的和意义 .......................................................................................... 18 

2 材料和方法 ................................................................................................................ 19 

2.1 材料、试剂及仪器 ............................................................................................... 19 

2.1.1 动物材料 ....................................................................................................... 19 



 

华中农业大学 2020 届博士研究生学位论文 

II 
 

2.1.2 细胞材料 ....................................................................................................... 19 

2.1.3 载体和菌株 ................................................................................................... 19 

2.1.4 重组蛋白及抗体 ........................................................................................... 19 

2.2 实验试剂及配置方法 .......................................................................................... 20 

2.3 实验方法 .............................................................................................................. 20 

2.3.1 细胞培养 ........................................................................................................ 20 

2.3.2 总 RNA 提取、鉴定及反转录 ...................................................................... 21 

2.3.2.1 组织总 RNA 提取 ...................................................................................... 21 

2.3.2.2 细胞总 RNA 提取 ....................................................................................... 21 

2.3.2.3 总 RNA 鉴定 .............................................................................................. 22 

2.3.2.4 总 RNA 反转录成 cDNA ........................................................................... 22 

2.3.3 实时荧光定量 PCR（qRT-PCR） ............................................................... 22 

2.3.4 PCR 扩增及产物纯化 ................................................................................... 24 

2.3.4.1 PCR 扩增 .................................................................................................... 24 

2.3.4.2 PCR 产物纯化回收 ..................................................................................... 25 

2.3.4.3 回收产物鉴定及浓度测定 ........................................................................ 26 

2.3.5 表达载体构建 ............................................................................................... 26 

2.3.5.1 获得目的片段 ............................................................................................ 26 

2.3.5.2 载体酶切、回收及检测 ............................................................................ 27 

2.3.5.3 目的片段与载体连接 ................................................................................ 27 

2.3.5.4 电转化 ........................................................................................................ 28 

2.3.5.5 菌落 PCR 鉴定 ........................................................................................... 28 

2.3.5.6 基因敲减载体构建 .................................................................................... 29 

2.3.6 质粒提取 ....................................................................................................... 31 

2.3.6.1 碱裂解法小量细菌质粒提取 .................................................................... 31 

2.3.6.2 无内毒素质粒大提 .................................................................................... 32 

2.3.7 构建细胞系 ................................................................................................... 33 

2.3.7.1 构建瞬时表达细胞系 ................................................................................ 33 



 

Glypican-3 与 FAT1 的互作鉴定及其促进肝癌细胞迁移的研究 

III 
 

2.3.7.2 构建基因稳定敲减细胞系 ......................................................................... 34 

2.3.8 总蛋白提取及浓度测定 ............................................................................... 35 

2.3.8.1 组织总蛋白提取 ......................................................................................... 35 

2.3.8.2 细胞总蛋白提取 ......................................................................................... 35 

2.3.8.3 蛋白浓度测定 ............................................................................................ 35 

2.3.9 免疫共沉淀 ................................................................................................... 35 

2.3.10 SDS – PAGE 胶制备 .................................................................................... 36 

2.3.11 Western Blot ................................................................................................. 37 

2.3.12 重组蛋白的表达纯化 .................................................................................. 38 

2.3.12.1 HEK293F 悬浮细胞表达重组蛋白 .......................................................... 38 

2.3.12.2 高效液相色谱法纯化蛋白 ...................................................................... 39 

2.3.12.3 置换 Buffer 及浓缩 .................................................................................. 40 

2.3.13 酶联免疫吸附实验（ELISA） .................................................................. 40 

2.3.14 流式细胞术 ................................................................................................. 41 

2.3.15 Transwell 细胞迁移实验 ............................................................................. 42 

2.3.16 荧光素酶报告实验 ..................................................................................... 42 

2.3.17 动物免疫及多抗血清效价测定 ................................................................. 43 

2.3.17.1 重组蛋白免疫动物 .................................................................................. 43 

2.3.17.2 多抗血清效价测定 .................................................................................. 43 

3 结果与分析 ................................................................................................................ 45 

3.1 GPC3 在肝癌细胞系中的高表达 ........................................................................ 45 

3.2 GPC3 促进肝癌细胞增殖与迁移 ........................................................................ 46 

3.3 GPC3 在 DP 诱导的低氧环境中上调表达 ......................................................... 49 

3.4 HIF1α 调控 GPC3 表达 ........................................................................................ 51 

3.5 GPC3 与内源 FAT1 的互作鉴定 ......................................................................... 53 

3.6 FAT1 在肝癌细胞中高表达 ................................................................................ 60 

3.7 FAT1 参与肝癌细胞的增殖与迁移 .................................................................... 61 

3.8 FAT1 受低氧诱导表达，但不受 HIF1α 调控 .................................................... 64 



 

华中农业大学 2020 届博士研究生学位论文 

IV 
 

3.9 GPC3 和 FAT1 协同促进细胞迁移 ..................................................................... 67 

3.10 FAT1 抗血清的制备 .......................................................................................... 70 

4 讨论 ............................................................................................................................ 75 

4.1 GPC3 促进肝癌细胞迁移与增殖 ........................................................................ 75 

4.2 FAT1 促进肝癌细胞迁移与增殖 ........................................................................ 75 

4.3 GPC3 与 FAT1 互作 ............................................................................................. 76 

4.4 GPC3 与 FAT1 在 DP 诱导的低氧环境中上调表达 ......................................... 77 

4.5 GPC3 与 FAT1 协同促进细胞迁移 ..................................................................... 78 

5 本研究的创新点和不足之处 .................................................................................... 79 

参考文献 ........................................................................................................................ 80 

致谢 ................................................................................................................................ 97 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Glypican-3 与 FAT1 的互作鉴定及其促进肝癌细胞迁移的研究 

i 
 

摘要 

原发性肝癌在我国恶性肿瘤发病率中位居第四，死亡率居第二，严重威胁着

人类的生命健康。原发性肝癌包括肝细胞癌（Hepatocellular Carcinoma，HCC）、

胆管癌（Cholangiocarcinoma，CCA）和混合型肝癌，肝细胞癌是原发性肝癌的主

要形式，占发病的 90%。磷脂酰肌醇蛋白聚糖 3（Glypican-3, GPC3）是近几年发

现的肝癌肿瘤标志物之一，与肿瘤的发生和发展有关，可作为肝癌检测和治疗的

靶标，在临床中具有极大的应用前景。 

GPC3 是硫酸乙酰肝素蛋白聚糖（Heparan Sulfate Proteoglycans，HSPGs）家

族成员之一，通过糖基磷脂酰肌醇（Glycosylphosphatidylinositol，GPI）锚定到细

胞外表面。GPC3 可以与多种细胞外蛋白（如 Wnt，FGF，IGF-2）和细胞表面受

体（如 Frizzled）结合，调控 Wnt、Hippo、Hedgehog、ERK 等多个信号通路，影

响细胞的生长与迁移。 

FAT1 属于非典型钙粘蛋白，分子量为 506 KD，包含 34 个 cadherin 结构域，

5 个 EGF-Like（EGFL）结构域，1 个 Laminin G-Like（LG）结构域，1 个跨膜结

构域（TM）和 1 个胞内域（ICD）。FAT1 主要在胚胎期表达，对胚胎发育和组织

器官形成至关重要。在近几年的研究中发现 FAT1 的异常表达与多种癌症相关，并

且在不同的癌症中具有抑癌或促癌的功能。FAT1 在 HCC 中属于促癌基因，在肝

癌组织中表达量上调，并且与肿瘤分期有关。 

本课题的主要研究内容是以肝癌细胞系为研究对象，通过免疫共沉淀与质谱

联用（Co-Immunoprecipitation and Mass Spectrometry，CoIP-MS）的方法寻找和鉴

定 GPC3 的互作蛋白，并选择其中一个与和肿瘤转移相关的互作蛋白 FAT1 为重点

研究对象，围绕 GPC3 与 FAT1 互作的分子基础，探讨 GPC3 和 FAT1 在肝癌细胞

生长与转移中的作用与机制进行了一系列的研究工作，获得的主要结果如下： 

1.  通过免疫共沉淀与质谱联用的方法对 GPC3 的互作蛋白进行了筛选，通过

Co-IP、ELISA、流式细胞术三种方法对其中一个蛋白 FAT1 进行了互作鉴定，并对

FAT1 上的 GPC3 结合区域进行了定位；  

2. 通过免疫共沉淀实验证明了 FAT1 蛋白上的 GPC3 结合区定位于胞外结构域的



 

华中农业大学 2020 届博士研究生学位论文 

ii 
 

C 末端（Q14517，a.a. 3662-4181），该区域包含有 1 个类受体酪氨酸磷酸酶

（RTP-Like）结构域，1 个 Laminin G-Like（LG）结构域和 5 个 EGF-Like（EGFL）

结构域； 

3.  通过蛋白结合 ELISA 实验对 FAT1 上的 GPC3 结合区间进行了更精细的定位。

将 FAT1 蛋白上的 GPC3 结合区按照不同的结构域截短为 FAT1A、B、C、D 4 个小

片段，并利用 HEK293F 表达系统表达纯化了 FAT1 的四个截短片段。蛋白结合

ELISA 实验结果表明，  FAT1D（RTP-Like 结构域，a.a. 3662-3788）、FAT1B 

（LG-EGFL2 结构域，a.a. 3830-4050）与 GPC3 的结合较强，1 μM 浓度下的 GPC3

结合率分别为 hIgG 对照的 10.1 倍和 8.58 倍；FAT1A（EGFL2-5 结构域 , 

a.a.4013-4181）次之，是对照组的 4.19 倍；FAT1C（EGFL1 结构域, a.a 3789-3829）

与对照组无差异，不与 GPC3 结合。 

4.  通过流式细胞术实验检测四个 FAT1 截短蛋白对细胞表面 GPC3 的结合能力。

结果显示，FAT1A 与细胞表面 GPC3 特异性结合最强，是对照组的 4.5 倍；FAT1B，

FAT1C，FAT1D 与对照组有较强的非特异性结合。综合蛋白结合 ELISA 的结果说

明 FAT1 蛋白的 EGFL2-5（a.a.4013-4181）结构域是特异性结合 GPC3 的主要区域。 

5.  在携带荧光素酶（Luciferase）报告基因的 Hep3B-Luciferase、HepG2- Luciferase

细胞系中敲减 GPC3 和 FAT1，并通过检测 Luciferase 报告基因验证 GPC3 和 FAT1

对细胞增殖的影响。结果显示，敲减 GPC3 后，Hep3B-Luciferase、HepG2- Luciferase

细胞增殖率分别平均下降了 36%和 20%；敲减 FAT1 后，Hep3B-Luciferase、HepG2- 

Luciferase 细胞增殖率分别平均下降了 52%和 31%；证明 GPC3 和 FAT1 可以促进

肝癌细胞增殖； 

6.  在 Hep3B 细胞中敲减 GPC3 和 FAT1，通过 Transwell 实验检测 GPC3 和 FAT1

对细胞迁移的影响。结果显示，敲减 GPC3 后，细胞迁移能力平均下降了 60%；

敲减 FAT1 后，细胞迁移能力平均下降了 57%；同时敲减 GPC3 和 FAT1 后细胞迁

移能力下降了 84%；证明 GPC3 和 FAT1 可以协同促进细胞迁移； 

7.  利用化学试剂 2，2-联吡啶（DP）诱导低氧环境，GPC3、FAT1 和低氧诱导因

子 HIF1α 的表达量随着诱导时间的增长而逐渐上调。在 mRNA 水平和蛋白水平上，

GPC3 分别最高上调了 2.74 倍和 1.97 倍，FAT1 分别最高上调了 1.98 倍和 2.27 倍，
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HIF1α 分别最高上调了 1.97 倍和 3.06 倍，证明 GPC3 和 FAT1 可以受低氧环境诱

导表达； 

8.  在 HepG2细胞中通过 shRNA 敲减 HIF1α 基因，使用 DP 处理细胞 24 小时后检

测 GPC3 与 FAT1 的表达量变化，结果发现 HIF1α 在 DP 诱导的低氧环境下可以调

控 GPC3 表达，但不调控 FAT1 表达；  

9.  利用 DP 诱导低氧环境，并检测肿瘤转移相关基因（SNAI1，VIM，CDH1）的

表达情况。SNAI1 和 VIM 随着 DP 处理时间的延长表达量逐渐上升，CDH1 则逐

渐下降；敲减 GPC3 和或 FAT1 后，可以逆转这些基因的表达，说明 GPC3 和 FAT1

在低氧环境下可以促进肿瘤细胞上皮间质转化过程。 

10.  使用 FAT1A 蛋白免疫 BALB/C 小鼠，成功制备了抗 FAT1 的鼠多抗血清。 

综上所述，本研究鉴定了一个新的GPC3互作蛋白FAT1, 并对FAT1上的GPC3

结合区进行了定位，对 GPC3 和 FAT1 互作的生物学意义进行了探索。本论文的研

究结果为进一步深入理解GPC3的生物学功能和GPC3介导的肿瘤转移机制提供了

新的理论基础和实验支持。 

关键词：GPC3；FAT1；肝癌；低氧；细胞迁移 
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Abstract 

Primary liver cancer is the fourth most prevalent malignancy and the second most 

common cause of cancer related deaths in China. It remains one of the major threats to 

human life and health. Primary liver cancer can be classified to hepatocellular carcinoma 

(HCC), cholangiocarcinoma (CCA), and mixed liver cancer. Among them, HCC is the 

most common form, accounting for 90% of the incidence. Glypican-3 (GPC3) is related 

to the occurrence and development of liver cancer. In recent years, GPC3 is emerging as a 

tumor marker of HCC and being used as a target for HCC diagnosis and immunotherapy. 

GPC3 is a member of the heparan sulfate proteoglycans (HSPGs) family, and 

attached to the cell surface by glycosylphosphatidylinositol (GPI) anchor. GPC3 is able 

to bind a varity of extracellular proteins (such as Wnt, FGF, IGF-2) and cell surface 

receptors (such as Frizzled, IGFR) to regulate different signaling pathway (such as Wnt, 

Hippo, Hedgehog, ERK), and finally influence cell proliferation and migration. 

Atypical cadherin FAT1 encodes a 506 KD peptide, containing 34 cadherin repeats, 

a Laminin G (LG)-like domain, 5 EGF-like domains, a hydrophobic transmembrane (TM) 

region, and an intracellular domain (ICD). FAT1 is predominantly expressed in the 

embryonic stage and is crucial for embryonic development and organ formation. 

Currently, it has been found that the abnormal expression of FAT1 is related to multiple 

cancers. Moreover, FAT1 has divergent roles in different malignancies, functioning 

either as tumor suppressor or oncogenic gene. In HCC, FAT1 expression is upregulated 

and associated with advanced tumor staging. 

In the current study, we identified that atypical cadherin FAT1 is a new GPC3 

interacting protein in HCC cells by using Co-IP/MS method. We further carried out a 

series of studies on the function of GPC3 and FAT1 in the growth and metastasis of HCC 

cells. The main results are as follows: 

1.  The interacting proteins of GPC3 were screened by immunocoprecipitation and 

mass spectrometry, and one of the candidates, FAT1, was confirmed by CO-IP, 
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ELISA and flow cytometry. The binding region of GPC3 on FAT1 was mapped； 

2. By using Co-IP, the GPC3 binding region on FAT1 was partially mapped to the 

C-terminus of the extracellular domain (Q14517, a.a. 3662-4181), which covered a 

putative receptor tyrosine phosphatase (RTP)-like domain that has not been 

previously determined, a Laminin G (LG)-like domain, and five EGF-like domains; 

3. To precisely map the GPC3 binding region, we purified 4 progressively truncated 

fragments (FAT1A, B, C, D) of FAT1 extracellular C-terminal region (Q14517, a.a. 

3662-4181) in HEK293F expression system. The protein binding ELISA results 

showed that FAT1B (LG-EGFL2 domain, a.a.3830-4050) and FAT1D (RTP-Like 

domain, a.a. 3662-3788) had strong GPC3 binding, which were 10.1 fold and 8.58 

fold normalized with the negative control (hIgG); FAT1A (EGFL2-5, a.a. 4013-4181) 

had weaker GPC3 binding which was 4.19 fold; while FAT1C (EGFL1, a.a. 

3789-3829) had no GPC3 binding.  

4. The flow cytometry was used to determine whether FAT1 able to bind cell surface  

GPC3. The results showed that FAT1A had strong specific GPC3 binding, which 

were 4.5 fold normalized with GPC3 negative control (A431); FAT1B, FAT1C and 

FAT1D had non-specific GPC3 binding. In gernal, the ELISA and flow cytometry 

results suggested that the last four EGF-like domains (residues 4013-4181) were the 

major GPC3 binding regions. 

5. We knocked down GPC3 and FAT1 by small hairpin RNA (shRNA) in 

Hep3B-Luciferase and HepG2-Luciferase cell lines that are overexpressing 

Luciferase reporter gene. The impact of GPC3 and FAT1 on cell proliferation was 

determined by Luciferase reporter assay. Compared with control shRNA, the cell 

proliferation of Hep3B-Luciferase and HepG2-Luciferase were decreased by 36% 

and 20% after GPC3 knockdown, and 52% and 31% after FAT1 knockdown. These 

results indicate that GPC3 and FAT1 promote HCC cell proliferation. 

6. We knocked down GPC3 and FAT1 by shRNA in Hep3B, and determined cell 

migration by Transwell assay. Compared with control shRNA, GPC3 knockdown 
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decreased cell migration by 60%, and FAT1 knockdown decreased cell migration by 

57%. More importantly, double knockdown of GPC3 and FAT1 decreased cell 

migration by 84%, suggesting that GPC3 and FAT1 had an additive effect in promote 

cell migration. 

7. Under the 2,2-dipyridyl (DP) simulated hypoxia conditions, GPC3, FAT1, and 

HIF1α had up-regulated expression in a time-dependent manner. In terms of mRNA 

and protein level, GPC3 was up-regulated by a maximum of 2.74 and 1.97-fold, 

FAT1 by a maximum of 1.98 and 2.27-fold, and HIF1α by a maximum of 1.97 and 

3.06-fold，respectively. 

8. We further elucidated the relationship among GPC3, FAT1, and HIF1α under DP 

simulated hypoxia condition. The results showed that HIF1α plays a regulatory role 

on GPC3 expression, but not FAT1. 

9. We detected the expression of tumor metastasis related genes (SNAI1, VIM, CDH1) 

in DP treated HepG2 cells. The expression of SNAI1 and VIM was up-regulated and 

CDH1 was down-regulated over time. Knockdown of GPC3 and FAT1 separately or 

simultaneously abolished the DP-treatment induced up-regulation of SNAI1 and 

VIM and down-regulation of CDH1.  

10. We immunized BALB/C mice with FAT1A protein and obtained murine serum 

contain polyclonal anti-targeting FAT1. 

    Taken together, our results identified a new GPC3 interacting protein FAT1.The 

GPC3 binding domain on FAT1 was mapped. The biological significance of the 

GPC3-FAT1 interaction was explored in terms of cancer proliferation and metastsis. 

The results of the current study expanded the current knowledge on GPC3 function and 

the mechanisms of tumor metastasis mediated by GPC3. 

Keywords: GPC3; FAT1; Hepatocellular carcinoma; Hypoxia; Cell migration 
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缩略语表 

Abbreviation 

缩略词 英文名称 中文名称 

HSPGs  Heparan sulfate proteoglycans 硫酸乙酰肝素蛋白聚糖 

GPC3 Glypican-3 磷脂酰肌醇蛋白聚糖-3 

GPI  Glycosylphosphatidylinositol 糖基磷脂酰肌醇 

IGF-2 Insulin-Like Growth Factor II 胰岛素样生长因子 II 

HCC Heptocellular Carcinoma 肝细胞癌 

CoIP/MS 
Co-Immunoprecipitation and Mass 

Spectrometry 
免疫共沉淀与质谱联用 

HSP70 Heat Shock 70 Kda Protein 热休克蛋白70 

GS Glutamine Synthetase 谷氨酰胺合成酶 

VEGF Vascular Endothelial Growth Factor 血管内皮生长因子 

EGF Endothelial Growth Factor 表皮生长因子 

FGF Fibroblast Growth Factor, 成纤维细胞生长因子 

EMT Epithelial-Mesenchymal Transition 上皮间质转化 

HLA Human Lymphocyte Antigen 人类淋巴细胞抗原 

CTL Cytotoxic Lymphocyte 细胞毒性T淋巴细胞 

CAR-T Chimeric Antigen Recptor T Cell 嵌合抗原受体T细胞 

TM  Trans-membrane 跨膜结构域 

TMICD 
Transmembrane domain and  

Intracellular domain 
跨膜结构域和胞内域 

ICD Intracellular domain 细胞内结构域 

EGFL domain EGF-Like domain 
表皮生长因子样 

结构域 

LG domain Laminin G-Like domain 
层粘蛋白G 样 

结构域 
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缩略词 英文名称 中文名称 

RTP-Like 

domain  

Receptor Tyrosine Phosphatase  

Like domain 

受体酪氨酸磷酸酶样 

结构域 

HIF1α Hypoxia-Inducible Factor 1-Alpha 低氧诱导因子 1α 亚基 
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1 前言 

2018 年，全球癌症流行病学的数据库(GLOBOCAN)数据显示，全球新增癌症

1807.9 万例，新增死亡 955.5 万例；其中发病率最高的癌症依次为肺癌、乳腺癌、

结直肠癌、前列腺癌、胃癌和肝癌，死亡率最高的癌症依次是肺癌、直结肠癌、胃

癌、肝癌、乳腺癌和食管癌(Bray et al., 2018)。国家癌症中心最新的恶性肿瘤流行情

况分析数据显示，我国每年新增恶性肿瘤发病约为 392.9 万人（约占全球总数的 21%

），新增死亡约 233.8 万人（约占全球总数的 24%）；在近十几年的时间里，恶性

肿瘤发病率每年新增约 3.9%，死亡率新增约 2.5%(Zheng et al., 2018)，防控形势依然

严峻。在我国，恶性肿瘤发病率最高的癌症依次为肺癌、胃癌、结直肠癌、肝癌和

乳腺癌等；恶性肿瘤死亡率最高的癌症依次为肺癌、肝癌、胃癌、食管癌和结肠癌

(Zheng et al., 2018)。无论发病率还是死亡率，肝癌都位于前列。  

1.1 肝癌的流行病学与治疗现状 

1.1.1 肝癌的流行病学 

原发性肝癌（Primary liver cancer, PLC）是全球最为常见的癌症之一，而我国是

全球肝癌发病最高的国家。美国癌症协会最新的统计显示，2018 年全球新增肝癌病

历 84.11 万例，死亡病例 78.16 万例，居全球癌症发病率第六位，死亡率第四位(Bray 

et al., 2018)。中国癌症中心最新的恶性肿瘤流行情况分析显示（表 1-1），2015 年我

国肝癌新发病 37 万例，死亡 32.6 万例，在癌症发病率中居第四位（较以往有所下

降），死亡率居第二位（不变）(Zheng et al., 2019)。 
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表 1-1 2015 年中国前 10 位恶性肿瘤发病及死亡情况统计(Zheng et al., 2019) 

Table 1-1 Statistics on the incidence and death of the top 10 malignant tumors 

in China in 2015 (Zheng et al., 2019) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

原发性肝癌可分为肝细胞癌（Heptocellular Carcinoma，HCC）、胆管癌

（Cholangiocarcinoma，CCA）和混合型肝癌，大多数原发性肝癌是肝细胞癌(Sia et 

al., 2017)，胆管癌比较少见(Torre et al., 2015)。研究表明，在欠发达国家，乙型肝

炎病毒（hepatitis B virus，HBV）和丙型肝炎病毒（Hepatitis C Virus，HCV）约占

感染相关的癌症病例的 32%，但在较发达国家仅占 19%(de Martel et al., 2012)。在欠

发达国家，食用受黄曲霉毒素污染的食品也是危险因素之一。黄曲霉毒素是一种真

菌产生的毒素，常见于储存在温暖潮湿环境中的谷物、花生、大豆和玉米中。在西

方国家，常见的危险因素还包括肥胖、II 型糖尿病、与酗酒有关的肝硬化、非酒精

性脂肪肝疾病和吸烟(El-Serag 2011; Mittal and El-Serag 2013)。除此之外，原发性肝

癌也与遗传有关，胚系基因的突变，缺失和扩增也是引起癌症的主要原因之一。 

1.1.2 肝癌的诊断与治疗现状 

肝癌的诊断方法包括血清学检查、病理学检查和影像学诊断。甲胎蛋白

（A-Fetoprotein, AFP）是 HCC 临床血清检测中最常用的肿瘤标志物，但通过大量临

床诊断案例的研究，人们发现AFP作为肿瘤标志物的敏感性和特异性是有限的(Chen 
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et al., 2016)。例如只有在小部分早期 HCC 中会伴有 AFP 升高；在慢性肝病、妊娠

和其他恶性肿瘤中，AFP 也会升高；在肝纤维板层癌中，AFP 的表达与正常组织无

差异(Waghray et al., 2015)。目前，虽然国际共识组（International Consensus Group）

已经给出了 HCC 病理诊断的建议，但是组织活检的准确性还要取决于病变的大小、

位置和操作者的经验。对于小于 2 cm 的肝脏病变组织而言，要想准确区分 HCC 和

发育异常的结节是很困难的，因此活检的敏感性仅为 60%(Song 2008)；肝癌在没有

基质浸润的情况下，仅对活检样本进行评估可能无法将较高级别的增生性病变与肝

癌区分开。因此，对一些肿瘤标志物，如磷脂酰肌醇蛋白聚糖 3（Glypican-3，GPC3）、

热休克蛋白 70（Heat Shock 70 kDa Protein，HSP70）、谷氨酰胺合成酶（Glutamine 

Synthetase，GS）等，进行免疫组织化学染色或者基因表达量检测，可以进一步提高

活检的敏感性和特异性。 

对于早期阶段的肝癌，手术切除或肝移植是主要的治疗手段。消融治疗也是早

期肝癌的治疗手段之一，但在肿瘤较大或具有多个病灶且伴有肝病变的情况下，消

融治疗有时会影响病灶的安全切除。对于晚期肝癌患者，一般采取系统性的全身治

疗。但是 HCC 对传统化疗药物存在原发耐药性，因而全身性化疗的疗效很差。目前

为止，市面上共有两种晚期肝癌的药物，一种是 2007 年美国 FDA 批准用于治疗无

法进行手术切除的肝细胞癌药物索拉菲尼（Sorafenib），它是一种新型多靶点的抗

癌药物，可以通过阻断 RAF/MEK/ERK 信号通路直接抑制肿瘤增殖，也可以通过抑

制 VEGFR 和 PDGFR 表达进一步阻止形成肿瘤新生血管，从而提高晚期肝癌患者的

生存率(Llovet et al., 2008; 周永杰 and 石毓君 2019)。另一种是 2017 年美国 FDA

批准的瑞格菲尼（Regorafenib），也是多靶标激酶抑制剂，通过阻断多个受体的酪

氨酸激酶或丝氨酸/苏氨酸激酶作用，从而达到抗癌效果(周永杰 and 石毓君 2019)。

索拉菲尼和瑞格菲尼对晚期肝癌的临床治疗数据为研究其他分子靶向治疗提供了基

础和一定的指导作用。 

肝癌的发生是一个多因素的过程，多种信号通路参与了肝癌的生长和转移，例

如血管内皮生长因子（VEGF）信号通路、表皮生长因子（EGF）信号通路、

PI3K/Akt/mTOR 信号通路、Wnt/β-catenin 信号通路、YAP 信号通路等(Kudo 2012; 

Llovet et al., 2015; Zhang and Zhou 2019)。寻找新的肿瘤治疗靶标是创新药物的前提，
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对于未来进一步提高肝癌临床治疗效果是十分重要的。 

1.2 Glypican-3 蛋白与肝癌的靶向治疗  

1.2.1 Glypican 蛋白家族的结构与功能 

磷脂酰肌醇蛋白聚糖（Glypicans）、多配体聚糖（Syndecans）和各种分泌的蛋

白多糖（Proteoglycans）都属于乙酰肝素蛋白聚糖（heparan sulfate proteoglycans，

HSPGs）。Glypicans 和 Syndecans 结合在细胞膜上，分泌的蛋白多糖则处于细胞外基

质中(Kirkpatrick and Selleck 2007; Sarrazin et al., 2011)。Glypicans 在进化上是保守

的，在人类基因组中共有六个成员，即 GPC1、GPC2、GPC3、GPC4、GPC5 以及

GPC6。在结构方面，Glypican 家族蛋白有三个关键特征：核心蛋白、硫酸乙酰肝素

（HS）侧链和连接到细胞膜表面的糖基磷脂酰肌醇（GPI）链(Bernfield et al., 1999)。

核心蛋白的结构在所有的 Glypicans 中都是相似的，分子量大小从 60-70 KD 不等，

包含有 14 个位置保守的半胱氨酸残基，N 端含有一个分泌信号肽，C 端含有连接

GPI 锚的信号序列。Glypicans 中硫酸乙酰肝素侧链附着点的位置也是相对保守的，

都位于 C 末端最后的 50 个氨基酸残基，靠近细胞膜(Svensson et al., 2012)。 

所有的 Glypicans 都在胚胎发育阶段高表达（表 1-2），参与胚胎的生长和形态的

发生(Filmus 2001)。在这一过程中，Glypicans 可以通过核心蛋白和/或 HS 侧链与不

同种类的蛋白结合，如生长因子、细胞因子、趋化因子、细胞外基质蛋白、酶和受

体等，在激活和抑制细胞信号转导方面发挥双重的作用(Bernfield et al., 1999)。 
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表 1-2 Glypican 家族表达谱(Filmus 2001) 

Table 1-2 The expression profile of the glypican family(Filmus 2001) 

 

1.2.2 Glypican-3 在胚胎发育中的表达与功能 

人类 GPC3 基因定位于 X 染色体上，编码一个含有 580 个氨基酸的分子量大小

为 70 KD 的蛋白(Capurro et al., 2005a)。GPC3 的蛋白质结构保守，包含有一个核心

蛋白，两条硫酸乙酰肝素侧链，并通过 GPI 锚定在细胞膜表面（图 1-1）。GPC3 可

以被类 Furin 转化酶水解，产生一个 40 KD 的 N 末端亚基和一个 30 KD 的 C 末端亚

基，这两个亚基仍然会通过一个或多个二硫键相互连接(Hippo et al., 2004; Capurro et 

al., 2005a)。类 Furin 转化酶的水解过程对于调控斑马鱼体内 Wnt 信号通路、细胞凋

亡等过程是十分重要的，但对于促进肝癌增殖和转移则并不是必需的(Capurro et al., 

2005a)。 

GPC3 在胚胎发育过程中以时间特异性和组织特异性的方式广泛表达，通过与

Wnt 信号通路蛋白、Hedgehog 信号通路蛋白以及生长因子（如 BMP、FGF）等结合

参与胚胎生长和形态发生(Song et al., 1997; Capurro et al., 2008; Dwivedi et al., 

2013)。GPC3 缺失突变会导致 Simpson–Golabi–Behmel 综合征（SGBs），患者表现

为产前和产后过度生长，且伴有内脏和骨骼发育异常，这可能是由于 GPC3 缺失导

致多个与胚胎发育相关的信号通路功能失调造成的(Pilia et al., 1996; Paine-Saunders 

et al., 2000; Song et al., 2005; Ng et al., 2009)。GPC3 缺陷的小鼠肾脏发育不良，其特

征是在分支形态发生过程中，髓质集合管发生选择性退化，细胞增殖能力增强，过
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度生长。Grisaru 等人的研究数据显示，GPC3 的缺乏导致 BMP2 对胚胎肾移植的肾

分支形成的抑制作用减弱，BMP7 依赖性抑制转化为刺激并增强了角质细胞生长因

子（KGF，又称 FGF-10）的刺激作用(Grisaru et al., 2001)。Ng 等人发现 GPC3 缺陷

小鼠先天性心脏畸形发病率较高，表现为心室隔缺损、共同房室管和右心室双出口，

此外还有 SGBs 中未出现的冠状动脉瘘表型；在突变胚胎心脏组织中还发现，

Hedgehog 信号通路受到抑制(Ng et al., 2009)。在正常成人组织中，GPC3 只在卵巢、

唾液腺、间皮、肺和肾脏部位有较高的表达，在肝脏中不表达(Filmus 2001; Haruyama 

and Kataoka 2016)（表 1-2）。值得注意的是，已经有多个研究表明 GPC3 在肝癌中表

达量上调，预示了其作为肝癌肿瘤标志物的潜力(Zhu et al., 2001; Capurro et al., 

2003)。 

1.2.3 Glypican-3 在肝癌中的表达与功能 

GPC3 可以参与调控肝癌增殖、转移和侵袭的过程，敲减 GPC3 可以抑制肝癌细

胞的生长、迁移和侵袭(Ruan et al., 2011; Qi et al., 2014; Wu et al., 2015)。激活经典

Wnt 信号通路是影响肝癌进展的主要分子机制之一，这一信号通路通常是由 Wnt 与

两个辅助受体 Frizzled 和 LRP5/6 的结合而触发的(Pez et al., 2013)。Wnt 信号通路被

激活后，细胞质中转录因子 β-catenin 被活化，随后向细胞核转移并驱动下游参与促

进细胞增殖的基因表达。以往的研究工作已经证实 GPC3 可以增加细胞膜上 Wnt 蛋

白数量、促进 Wnt 和 Frizzled 蛋白结合、稳定 Wnt-Frizzled 之间的相互作用，从而

辅助激活 Wnt 信号通路(Capurro et al., 2005a)。在这一过程中，GPC3 的核心蛋白和

HS 侧链与 Wnt 蛋白相互作用，HS 侧链与 Frizzled 蛋白结合，以此促进和稳定复合

物的形成(Capurro et al., 2005b)。 

上皮间质转化（EMT）是肿瘤侵袭过程中非常重要的一环。在 EMT 过程中，

上皮细胞失去细胞极性和细胞间联系，细胞骨架会进行重塑，有利于恶性肿瘤的转

移和侵袭(Yang et al., 2004; Thompson and Newgreen 2005)。E-cadherin 蛋白是 EMT

的重要标志物，可以负向调控 EMT 过程。抑制 E-cadherin 表达可以使原发恶性细胞

离开原始位置，降解周围细胞外基质，最终移动到血管中，继发性侵袭器官(Thiery 

2003)。近年来的研究结果显示，在肝癌中，GPC3 与 E-cadherin 呈负相关，在高表 
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图 1-1 GPC3 蛋白结构示意图(Filmus et al., 2008) 

Figure 1-1 Schematic representation of GPC3 structure (Filmus et al., 2008)  

达 GPC3 的肿瘤组织中，E-cadherin 的表达量低(Qi et al., 2014; Wu et al., 2015)。除

此之外，GPC3 与促 EMT 的基因，如 Snail、Vimentin 和 Slug 等呈正相关，在肝癌

细胞系中敲减 GPC3 的表达也可以导致促 EMT 基因的下调。这说明在肝癌细胞中，

GPC3 可以通过促进 EMT 从而进一步增强肿瘤进展和转移。 

1.2.4 靶向 Glypican-3 的免疫治疗研究现状 

1.2.4.1 靶向 Glypican-3 的抗体治疗 

GC33（codrituzumab，钴妥珠单抗）是一个人源化的单克隆抗体，对 GPC3 蛋

白的近膜区有高亲和力。GC33 可以诱导抗体依赖的细胞毒性（ADCC）和/或补体

依赖的细胞毒性（CDC）并抑制肿瘤生长，在这一过程中，自然杀伤细胞（NK）作

为 ADCC 的效应细胞发挥主要作用(Ishiguro et al., 2008; Nakano et al., 2009)。在美国

和日本的 I 期试验中，GC33 对 HCC 患者具有良好的耐受性和抗肿瘤作用(Zhu et al., 

2013; Ikeda et al., 2014)。然而，随后在 121 例 HCC 患者的随机 II 期试验中，GC33

虽然未能显示出治疗效果但仍具有一定的应用价值(Abou-Alfa et al., 2016)。近年来，

双功能抗体作为一种新型的免疫治疗药物引起了人们的关注。ERY974 是一种新研

制的人源化 IgG4 双特异性 T 细胞定向抗体（T cell-redirecting antibody , TRAB），具

有两条不同的重链和一条共同的轻链，重链可以分别识别 GPC3 和 CD3 两个抗原
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(Shiraiwa et al., 2019)。在体外，ERY 974 以 GPC3 依赖的方式激活 T 细胞，并在表

达 GPC3 的各种实体瘤细胞（包括 HCC）中显示出抗肿瘤作用(Ishiguro et al., 2017)。

考虑到靶向 GPC3 的 TRAB 高效性，这种方法可能适用于所有 GPC3 阳性的实体癌。

根据临床前研究数据，目前正在对 GPC3 阳性实体癌（NCT02748837）患者进行 I

期试验（表 1-3）。 

靶向 GPC3 的抗体和靶向免疫检查点的抗体联合治疗 GPC3 阳性的肿瘤，也是

一种有效的治疗方案。Endo 等人在 GPC3 过表达的小鼠肝癌模型试验中发现，结合

使用靶向GPC3鼠单克隆抗体与靶向PD-L1鼠抗体显示出更强的抗肿瘤活性(Endo et 

al., 2018)。 

表 1-3 靶向 GPC3 的抗体治疗与疫苗治疗的临床试验 

Table 1-3 Clinical trials of antibody therapy and vaccine therapy targeting GPC3 

（Takahiro Nishida and Hiroaki Kataoka，2019） 

 

1.2.4.2 Glypican-3 肿瘤疫苗 

在肿瘤多肽疫苗治疗中，树突状细胞（Dendritic cells，DC）识别肿瘤细胞表达

的特定分子衍生的 HLA-I 类限制性肽，并特异性诱导对其产生细胞毒性 T 淋巴细胞
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（CTL）。到目前为止，已经进行了使用 HLA-A24-和 HLA-A2-限制性 GPC3 衍生肽

的临床试验（表 1-3）。在晚期肝癌患者的 I 期试验中，GPC3 疫苗具有良好的耐受性，

并且诱导了高效率的 GPC3 特异性 CTL 反应(Sawada et al., 2012)。在 II 期试验中，

选择了接受过手术或射频消融术（RFA）的 HCC 患者，并将一年和两年的复发率作

为主要终点。结果显示，初次治疗+疫苗接种的患者的一年复发率低于仅初次治疗的

患者，分别为 28.6%和 54.3%（p=0.346）；而两年复发率分别为 39.4%和 54.5%

（p=0.983）。另一方面，当分析仅限于 GPC3 阳性的 HCC 时，首次治疗+接种组的

一年复发率同样明显低于仅初次治疗组，分别为 24%和 48%（p=0.047），而两年复

发率分别为 52.4%和 61.9%（p=0.387）(Sawada et al., 2016)。 

1.2.4.3 靶向 Glypican-3 的 CAR-T 治疗 

嵌合抗原受体 T 细胞（Chimeric Antigen Receptor T cell），简称 CAR-T 细胞。

CAR-T 治疗是将来自病人自己体内的 T 细胞，在体外通过基因工程技术进行编辑后

再输回到病人体内，从而加强 T 细胞的靶向性和杀伤活性，是一种近几年发展的精

准靶向治疗肿瘤的新技术。该疗法对患有复发或未缓解的 B 细胞急性淋巴细胞白血

病年轻患者和患有弥漫性大 B 细胞淋巴瘤的成人患者有较好的效果(Schuster et al., 

2019; Grupp et al., 2018)。和淋巴瘤相比，在实体瘤中使用 CAR-T 治疗要相对困难

和复杂，需要人们进一步探索在肿瘤细胞表面特异表达且表达量丰富的抗原分子。

而 GPC3 就是一种有极大应用前景的肿瘤细胞表面抗原，可以应用于靶向 HCC 细胞

的 CAR-T 治疗。根据美国国立卫生院临床试验数据显示（https://clinicaltrials.gov/），

截至 2019 年 6 月 27 日，共注册了 11 种靶向 GPC3 的 CAR-T 疗法，有 9 项研究提

供了关于目前试验进展的资料，其中两项试验已经完成，三项正在进行中，四项正

在筹备中（表 1-4）。 

 

 

 

 

 

https://clinicaltrials.gov/
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表 1-4 正在进行或计划进行的肝癌 GPC3 靶向嵌合抗原受体（CAR -T）治疗研究 

Table 1-3 Ongoing or planned studies on the treatment of hepatocellular carcinoma 

with GPC3 targeting chimeric antigen receptor (CAR-T) 

（Takahiro Nishida and Hiroaki Kataoka，2019） 

 

Zhai 等人对 13 例难治性或复发性 GPC3 阳性中国肝癌患者的 I 期研究

（NCT02395250）发现，患者对该程序有耐受性，且治疗有一定的效果(Zhai et al., 

2017)。Guo 等人和 Wu 等人在小鼠模型中的验证性研究结果显示，GPC3-CAR-T 疗

法与分子靶向药物或免疫检查点抑制剂联合应用有希望成为新的治疗方法(Guo et 

al., 2018; Wu et al., 2019)。 

最近，Adachi 等人(Adachi et al., 2018)对 CAR-T 治疗方法进行了改造，开发出

表达白细胞介素 7（IL-7）和趋化因子（C-C 基序）配体 19（CCL19）的 CAR-T 细

胞（PrimeCAR-T）。在淋巴器官中，T 区成纤维网状细胞产生的 IL-7 和 CCL19 对 T

区的形成和维持至关重要。在 PrimeCAR-T 细胞中，IL-7 可以起到刺激 T 细胞存活

和增殖的作用，CCL19 可以起到刺激 T 细胞和树突状细胞（DC）迁移的作用。因

此，PrimeCAR-T 细胞可以模拟 T 区成纤维网状细胞的功能，动员 T 细胞和 DC 进

入肿瘤组织，进一步提高 CAR-T 的杀伤效率。在小鼠模型中，相比传统的 CAR-T

方法，PrimeCAR-T 的抗肿瘤效果更显著，因此利用 PrimeCAR-T 治疗实体瘤的临床

试验是值得期待的，在靶向 GPC3 的治疗中可能具有极大的应用前景。 
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虽然人们开发了多种靶向 GPC3 的创新治疗方法并进行了各种临床前和临床研

究，但关于它们的疗效和机制，仍然存在许多未知的问题。为了发掘出更安全、更

有效的 GPC3 靶向治疗，需要研究清楚 GPC3 的分子功能、转录调控和转录后修饰

等方面的详细机制。 

1.3 FAT 家族的结构与功能 

1.3.1 FAT 蛋白家族 

多细胞生物的正常发育依赖于细胞间相互协调联系，当参与细胞间接触的蛋白

在时间或空间上表达失调时会导致细胞处于异常状态，引起癌症、自身免疫疾病、

肾脏疾病和代谢性疾病等。 

    FAT 基因的首次发现源于 20 世纪初，Mohr 将两个正常表型的果蝇亲本进行杂

交，子代除了具有双亲正常表型外，部分还出现了胸腔和腹部短而粗的异常表型，

Mohr 将这种新的表型称为“FAT”，并以此命名这个新的基因(Mohr 1929)。随着测序

技术的发展，人们发现在果蝇中，FAT 家族共有 FAT（ft）和 FAT2（ft2）两个基因；

而在脊椎动物中 FAT 家族则包含 FAT1、FAT2、FAT3 和 FAT4 四个基因，且 FAT1，

FAT2，FAT3 与 ft2 同源，FAT4 与 ft 同源。 

在脊椎动物中，FATs 蛋白结构高度保守。所有的 FATs 钙粘蛋白都是单次跨膜

蛋白，胞外域由 Cadherin（钙黏素）、EGF-Like（表皮生长因子样）和 Laminin G-Like

（层粘蛋白样）三种结构域组成，胞内域分子量较大（约 40-50 KD），整个分子的

质量约为 500 - 600 KD。不同的 FATs 蛋白在结构上的区别在于 Cadherin 结构域、

Laminin G-Like（LG）结构域和 EGF-Like 结构域的数目和排列顺序。脊椎动物 FAT

家族成员的细胞外结构十分相近（或与相同的配体结合），但胞内结构差异显著，

以行使不同的功能。例如 Saburi 等人的研究发现，在小鼠体内 FAT1，FAT3 和 FAT4

三个基因相互之间具有组织特异性的冗余、协同或拮抗作用(Saburi et al., 2012)。 
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1.3.2 FAT1 在细胞分化与器官形成中的作用 

1995 年，人们在白血病（T-leukemia，TLL）细胞系中首次克隆到人类（homo 

sapiens）hFAT1 基因(Dunne et al., 1995)。该基因由 27 个外显子组成，定位于染色体

4q34–35，并通过原位杂交发现 hFAT1 基因在胚胎上皮细胞有大量表达。FAT1 蛋白

由 34 个钙黏素（cadherin）重复，5 个 EGF-Like 结构域，1 个 Laminin G 结构域，

一个跨膜区和一个胞内域尾巴组成（图1-2）。FAT1 主要在胚胎期表达，对胚胎发

育和组织器官成型至关重要。Cox 等人克隆和分析了小鼠 mFAT1 基因，该基因在胚

胎植入前已经开始表达，在植入后期，主要在颅内区域、肢芽、体节和神经管中表

达，且在细胞停止分裂时表达显著下调(Cox B et al., 2000)。在其他脊椎动物中，如

大鼠、鸡和斑马鱼，FAT1 基因同样主要表达在胚胎期的脑部和一些表皮组织(Ponassi 

et al., 1999; Down et al., 2005; Smith et al., 2007)。 

 

图1-2 FAT1蛋白结构示意图 

Figure 1-2 Schematic representation of FAT1 structure 

2003 年，Ciani 等人首次构建了 FAT1 基因敲除老鼠，纯合的 FAT1-null 幼崽一

部分表现出眼睛和颅面畸形，另一部分在出生时由于无脑畸形而被吃掉，还有一部

分肾脏发育不正常；虽然在小鼠中敲除 FAT1 没有胚胎致死的表型，但所有幼崽在

出生后 48 小时之内就死亡了。造成这种围产期死亡的原因是足突细胞在肾脏内异常

融合，导致缝隙连接消失(Ciani et al., 2003)。有研究者认为，FAT1 巨大的蛋白结构
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空间为肾脏细胞之间提供了合适的距离(Inoue et al., 2001; Ciani et al., 2003)。 

FAT1 基因敲除动物有明显的发育缺陷，这促进了人们对其在人类遗传疾病中的

潜在作用进行了研究，并发现 FAT1 与多种人类发育综合症有关。1967 年 Ockey 等

人发现包含 FAT1 基因的染色体区域缺失会导致罕见的 4q 综合征，其特征是轻微的

面部异常（包括唇裂和腭裂）、骨骼和心脏发育异常、生长停滞、发育迟缓和死亡

率增加 (Ockey et al., 1967; Keeling et al., 2001; Doerflinger et al., 2003; Striano et al., 

2005; Kitsiou-Tzeli et al., 2008)。Rinaldi 等也报导了与 4q 染色体终端重复的 4qter 病

历，患者表现出一些与 4q 综合征不同的症状，如拇指、泌尿生殖畸形以及先天性心

脏缺陷。报道最多的染色体重复是 4q31→ter，这些患者表现为新生儿体重轻、头小

畸型、泌尿生殖缺陷、智力迟钝(Rinaldi et al., 2003)。这些研究仅仅是通过一个受影

响的基因位点的关联来暗示 FAT1 基因可能发挥作用，因此还需要更明确的研究证

据来证实它在这些疾病中的作用。 

在成人组织中，FAT1 的表达也随着器官发生和终端分化而逐渐下调甚至消失

（(Ponassi et al., 1999)。在发育中的神经上皮细胞中 FAT1 表达显著升高，预示了它

在神经发育中可能发挥着重要的作用。Ahmed 等利用人神经细胞分化模型

SH-SY5Y 细胞和基因沉默技术，发现 FAT1 可以通过调控 Hippo 信号通路影响神经

突触增生以及通过抑制细胞增殖来促使细胞向终端分化(Ahmed et al., 2015)。随后的

研究还发现，FAT1 在视黄酸（RA）诱导人多潜能畸胎瘤干细胞 NTera2 向神经细胞

分化过程中表达量升高；抑制 FAT1 表达可以导致 RA 诱导 NTera2 干细胞分化出的

神经突触数量显著减少。在 NTera2 模型中，FAT1 对神经细胞再生非常重要，在分

化早期是神经突触形成的调节因子(Ahmed et al., 2019)。除此之外，Helmbacher 等

人发现 FAT1 可以调节肌肉形态发生，影响上皮肌细胞分化和扩张；与此同时，运

动神经元需要 FAT1 来促进轴突生长和特化，间接影响肌肉祖细胞的演进

(Helmbacher 2018)。 

1.3.3 FAT1 在细胞运动中的作用 

FAT1 蛋白可以通过影响肌动蛋白互作网络来调控细胞移动、极性和细胞间黏

附。Ena/VASP 蛋白家族对肌动蛋白丝的组装十分重要，而 FAT1 胞内域中的一段富

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ahmed%20AF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31076104
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ahmed%20AF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31076104
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Helmbacher%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29768404
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含脯氨酸的区域（称为 EVH1 模体）可以与 Ena/VASP 蛋白互作(Niebuhr et al., 1997; 

Bear et al., 2002)。同时，研究人员还发现内源的 FAT1 蛋白定位于丝状伪足、板状

伪足以及微突的尖端(Moeller et al., 2004; Tanoue and Takeichi 2004)。在啮齿动物细

胞系中，通过 RNAi 敲除 FAT1 基因表达可以影响早期细胞间接触，扰乱了肌动蛋

白组织和交叉肌动蛋白束，不能正确的招募到交叉蛋白，导致小鼠表皮细胞和大鼠

鳞状细胞系移动延缓(Tanoue and Takeichi 2004)。还有一些实验表明 FAT1 基因的缺

失导致细胞丧失极性，在创伤愈合实验中出现伤口杂乱无序的表型(Moeller et al., 

2004; Tanoue and Takeichi 2004)。FAT1 蛋白的胞内域还可以与 Homer 家族基因（特

别是 HOMER-1 和 HOMER-3）互作。Homer 蛋白家族属于支架蛋白，在组织中分布

范围很广，参与免疫细胞信号传导和神经系统发育及维持(Ehlers 2002; Duncan et al., 

2005)。值得注意的是，FAT1 与 HOMER-1/HOMER-3 蛋白的互作发生在 II 类 EVH1

位点，而这个位点又与 Ena/VASP 结合的 I 类 EVH1 位点交叉覆盖，因此可能导致

HOMER-1/HOMER-3 与 Ena/VASP 竞争结合 FAT1(Schreiner et al., 2006)。  

FAT1 胞内域的可变剪切也可以影响细胞迁移。在小鼠肾细胞系 NRK-52E 中，

FAT1 胞内域有三种可变剪切（＋32，＋12，＋8TR)，分别引入了 32、12 和 8 个氨

基酸，＋8TR 产生了提前终止密码子。在这些细胞中，迁移的细胞主要和突变型 FAT1

（＋12）有关，而静止的细胞主要为野生型 FAT1(Braun et al., 2007)。FAT1 在人类

细胞中也存在可变剪切，目前在癌细胞中已经鉴定出了＋12 可变剪切，这种改变可

以促进癌细胞发生上皮间质转化（EMT）(Shapiro et al., 2011)。EMT 与肿瘤细胞的

适应生存能力息息相关，是肿瘤进展中一个重要的环节(Tiwari et al., 2012)。 

1.3.4 FAT1 在组织生长中的调控作用 

在细胞生长的调控中，FAT1 被认为位于 Wnt 和 Hippo 信号通路的上游，分别

通过与 β-catenin 和 Scribble 蛋白互作对下游信号通路进行调节。1995 年，Dunne 等

人根据 FAT1 上存在经典钙粘蛋白与 β-catenin 互作的模体 FC1/FC2 结构特征，首次

提出了 FAT1 可能与 β-catenin 结合并调控 Wnt 信号通路的猜想(Dunne et al., 1995)。

随后，有研究者在大鼠颈动脉模型中验证了这一猜想。2006 年，Hou 等人研究发现

大鼠颈动脉受伤之后 FAT1 基因表达量显著上调，随后还发现在血管平滑肌细胞中
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敲除 FAT1 可以促进细胞生长，但抑制血管平滑肌细胞迁移；除此之外，超表达 FAT1

胞内域导致 Cyclin D1 表达量下降，细胞增殖受到抑制。接下来作者又通过共定位和

Pull-down 实验证实了 FAT1 胞内域可以与 β-catenin 互作，将部分 β-catenin 滞留在

细胞质中，阻止其进入细胞核调控下游基因转录。值得注意的是，Cyclin D1 是一个

细胞周期启动蛋白（启动子是 DNA 元件），并且是 β-catenin 调节的下游靶基因之

一，间接地验证了作者的猜想(Hou et al., 2006)。近几年在人类多种肿瘤中发现，FAT1

与 Wnt 信号通路和肿瘤发生有关，可以影响肿瘤患者的生存率，并认为 FAT1 基因

处于 Wnt 信号通路的上游(Morris et al., 2013)。 

FAT1 对生长控制的影响还与 Hippo 信号通路有关，在果蝇和斑马鱼的研究中均

能找到确信的证据。在 FAT1 的 C 末端有一个 PSD95/Dlg1/ZO-1（PDZ）结合位点

（氨基酸序列为-HTEV）, Skouloudaki 等人的研究结果显示斑马鱼 FAT1 可以与含

有 PDZ 结构域的 Scribble 蛋白的结合，敲除 FAT1 可以导致斑马鱼产生前肾囊肿的

表型，敲减 Scribble 蛋白的 PDZ 结构域可以增强 FAT1 缺失导致的囊肿表型，说明

FAT1 蛋白和 Scribble 蛋白在斑马鱼前肾发育过程中调控同一信号通路。在果蝇中，

Scribble蛋白可以调节Hippo信号通路。 Skouloudaki等人发现在斑马鱼中敲除YAP1

（Hippo 信号通路的效应因子）可以缓解因 FAT1 缺失导致的前肾囊肿表型，说明

FAT1 可以通过调控 Hippo 信号通路来影响细胞的生长，而 Scribble 可能在中间起到

搭桥的作用(Skouloudaki et al., 2009)。 

Wnt 和 Hippo 信号通路也与多种癌症有关，越来越多的研究显示 FAT1 在多种

癌症中通过调控 Wnt/Hippo 促进或抑制肿瘤的发生和进展(Morris et al., 2013; Li et 

al., 2018; Hsu et al., 2019)。 

1.3.5 FAT1 在肿瘤中的表达与功能 

发育基因的异常通常与癌症发病密切相关。从果蝇的研究中可以看出 FATs 钙

粘蛋白有潜在的肿瘤抑制作用，使得 FATs 钙粘蛋白成为癌症领域的重要研究方向

(Bryant et al., 1988; Mahoney et al., 1991)。目前为止，已有众多研究报道显示 FAT1

在不同的癌症中有丢失和过表达的现象。随着研究的展开和深入，人们发现 FAT1

参与肿瘤的发生与发展，并且与癌症预后有关，在不同的肿瘤中既可以起到促癌作
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用也可以起到抑癌作用。 

临床数据和研究显示，FAT1 在食管鳞状细胞癌(Hu et al., 2017)、乳腺癌(Wang et 

al., 2016; Li et al., 2018)、头颈部鳞状细胞癌(Martin et al., 2018)中起到抑癌作用，在

急性淋巴细胞白血病 (Neumann et al., 2014)、恶性胶质瘤 (Dikshit et al., 2013; 

Srivastava et al., 2018)、结肠癌(Fan et al., 2015; Pileri et al., 2016)、胃癌(Kang et al., 

2017)、口腔鳞状细胞癌(Nishikawa et al., 2011; Hsu et al., 2019)和肝癌(Valletta et al., 

2014; Zhu et al., 2017)中起到促癌作用。 

Daniel 等人分析了 112 例肝癌患者的病理组织，发现 FAT1 的表达与肿瘤分期

和增殖率高度相关，在肝癌组织和肝癌细胞系中高表达，说明 FAT1 在肝癌中属于

促癌基因(Valletta et al., 2014)。众所周知，低氧是肿瘤微环境因素之一，可以促进肿

瘤进展。Daniel 等人发现，在肝癌细胞系中低氧微环境可以诱导 FAT1 上调表达

(Valletta et al., 2014)。Madan E 和 Srivastava 等人发现，在胶质细胞瘤中 FAT1 的表

达与低氧诱导因子 HIF1α 和 EMT/干细胞特性相关基因正相关，低氧环境可以诱导

胶质瘤细胞 FAT1、HIF1α 以及 EMT/干细胞特性相关基因表达；除此之外，研究还

发现 FAT1 处于 HIF1α 上游，在低氧环境下，FAT1 可以调控 HIF1α 表达(Madan et al., 

2016; Srivastava et al., 2018)，说明 FAT1 在低氧环境中可以促进恶性胶质瘤 EMT，

帮助癌细胞适应低氧环境并提高生存效率。 

除了低氧环境，FAT1 与 Hippo 或 Wnt 信号通路也有关系。Martin 等人在颈部

鳞状上皮细胞癌的研究中发现，FAT1 可以组装 Hippo 信号转导复合物，激活 Hippo

信号通路的核心激酶并抑制效应因子 YAP1；当 FAT1 功能性缺失时则导致 Hippo

信号通路的效应因子 YAP1 被激活，从而促进肿瘤的发生与发展(Martin et al., 2018)。

CDK6 抑制剂（CDKi）可以有效治疗乳腺癌，Li 等人发现 FAT1 的缺失与 CDKi 药

物抵抗有关。FAT1 缺失后 Hippo 信号受到抑制，YAP 和 TAZ 转录因子进入细胞核

并作用于 CDK6（Cyclin dependent kinase 6）启动子，从而诱导 CDK6 上调表达，最

终引起 CDK6i 药物抵抗，暗示了 FAT1 与 Hippo 信号通路有关(Li et al., 2018)。在口

腔鳞状细胞癌（OSCC）中，使用 shRNA 敲减 FAT1 的表达可以抑制 LRP5/Wnt2 信

号通路并阻碍 OSCC 细胞系迁移、侵袭和克隆斑形成(Hsu et al., 2019)。目前为止，

FAT1 在癌症中的复杂调控机制尚不明确，需要进一步的研究。 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Martin%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29985391
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1.4 肿瘤与低氧微环境 

肿瘤转移是导致癌症相关死亡的主要原因，涉及肿瘤细胞与微环境之间的相互

作用，低氧是促进癌细胞转移的一个重要因素。在临床上，多种肿瘤的远端转移和

低生存率与缺氧微环境和缺氧诱导转录因子（Hypoxia Inducible Factor, HIF）的表达

有关。肿瘤转移是一个复杂且动态的过程。在这一过程中，具有高度侵袭性的肿瘤

细胞从其自身组织环境中获得转移的能力，在陌生的组织微环境中生存，并在远处

合适的环境继续生长。而 HIF 信号通路可以影响转移相关的多个过程，从而促成肿

瘤的转移(Rankin and Giaccia 2016)。 

在肿瘤转移的早期，肿瘤细胞需要具有侵袭和迁移的能力使他们能够离开原发

性肿瘤组织并进入临近或远端组织中。肿瘤细胞迁移与上皮间质转化（

Epithelial-mesenchymal transition，EMT）有关，在 EMT 过程中，细胞失去上皮特性

而获得间充质特征，其特征是细胞形态改变，细胞与细胞间、细胞与基质间的黏附

改变。细胞黏附主要由细胞间连接处表达的钙粘蛋白介导(Cavallaro and Christofori 

2004)，上皮细胞钙粘蛋白（E-Cadherin，对应的人类基因为 CDH1）的丢失会导致

细胞与邻近细胞分离，开始向循环系统或淋巴系统迁移，寻找新的落脚点。在转移

性肿瘤中经常观察到 E-Cadherin 表达量减少的现象，研究表明，E-Cadherin 丢失足

以促进恶性肿瘤细胞的转移(Bruner and Derksen 2018)。间充质标志物 Vimentin 蛋白

上调表达，意味着细胞向间充质细胞转变增多，是 EMT 的另一个标志。Richardson

等人的研究显示，Vimentin 可以促进肺腺癌转移(Richardson et al., 2018)。此外，在

肝癌、乳腺癌、胆管癌、结直肠癌等癌症中的研究也显示出 Vimentin 过表达与肿瘤

侵袭和转移性有关(Lu et al., 2017; Messica et al., 2017; Saentaweesuk et al., 2018; 

Wang et al., 2018; Yang et al., 2018)。 

在多种恶性肿瘤细胞中，低氧或过表达 HIF 可以有效诱导细胞 EMT 和侵袭(Liu 

et al., 2014; Zhu et al., 2016; Daly et al., 2018; Joseph et al., 2018)。多个研究发现涉及

EMT 的关键转录因子如 ZEB1、Snail 和 Twist 基因上游含有缺氧反应元件（Hypoxia 

response elements，HER），可以响应低氧信号分子的诱导(Yang et al., 2008; Luo et al., 

2011; Zhang et al., 2015)。HIF 信号通路还可以通过调控下游多个通路，如 TGF-β 
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(Copple 2010)，Notch(Chen et al., 2010)，整合素连接激酶（Integrin-Linked Kinase，

ILK）(Chou et al., 2015)，某些酪氨酸激酶 (De Bock et al., 2011)和 Hedgehog (Lei et 

al., 2013; Spivak-Kroizman et al., 2013)等间接促进 EMT。除此之外，缺氧环境也在筛

选能够在缺氧引起的代谢应激中存活的转移细胞方面起着重要作用。Papandreou 等

人的研究显示，转移性乳腺癌在肝脏缺氧环境中，通过激活 HIF 信号通路，以调整

代谢的方式去适应糖酵解环境(Papandreou et al., 2006)。 

 

1.5 本研究的目的和意义 

GPC3 是肝癌靶向治疗的重要标志物，与肝癌分期、进展和预后有关。作为 HSGP

家族的一员，GPC3 通过 GPI 锚定到细胞表面，可以通过与细胞外信号分子以及细

胞膜上受体蛋白互作，参与调控肝癌细胞的增殖、转移和侵袭，但是我们对于 GPC3

是如何促进肿瘤的增殖和迁移，以及 GPC3 的表达调控机制等重要问题还缺乏全面

和深刻的了解，目前还没有研究对 GPC3 的直接互作蛋白进行全面的筛选鉴定，

因此，本研究旨在通过IP-MS技术筛选鉴定新的GPC3互作蛋白，为深入研究GPC3

如何参与跨膜的信号传递过程及其在肝癌发生、发展中的作用机制提供新思路，为

肝癌临床治疗发掘新的分子靶点。 
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2 材料和方法 

2.1 材料、试剂及仪器 

2.1.1 动物材料 

BALB/c 小鼠和新西兰大白兔购买自湖北动物实验中心（武汉，湖北）并在华中

农业大学动物实验中心按照规定的程序进行饲养。动物饲料购自自湖北动物实验中

心。饲养的环境温度为 23±1 ℃，普通日光灯管照明，12 小时光照/黑暗交替，并给

予动物自由的取水和饮食。本论文中涉及到的动物饲养和实验均严格遵守华中农业

大学动物实验和使用委员会准则。 

2.1.2 细胞材料  

肝癌细胞（HepG2、Hep3B、Huh7）和人胚肾细胞（HEK293T、HEK293F）由

本实验室保存；Hep3B-Luciferase 和 HepG2-Luciferase 细胞系均由本室构建。 

2.1.3 载体和菌株  

pFUSE 载体、pGreenPuro shRNA 系列载体，大肠杆菌 DH5α 菌株，Stbl3 菌株

均为本实验室保存。 

2.1.4 重组蛋白及抗体  

GPC3-His 蛋白、anti-GPC3 单克隆抗体 hYP7 由本室表达纯化并保存；β-Actin 多

克隆抗体、Anti-HIF1α 多克隆抗体、Anti-FLAG 多克隆抗体购买自 ABclonal 公司；

Anti-FAT1 多克隆抗体购买自 Sigma 公司。 
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2.2 实验试剂及配置方法 

1.  LB 液体培养基： 

分别称取 10 g 胰蛋白胨、5 g 酵母提取物、10 g NaCl，溶于适量双蒸水中，调

节 pH 值至 7.0，定容至 1 L，高压灭菌后 4 ℃保存备用。 

2.   LB 固体培养基： 

在配好的 LB 液体培养基中加入琼脂粉至终浓度 1.5%（w/v），高压灭菌后，

冷却至50 ℃~70 ℃左右，无菌条件下倒入已高压灭菌的平皿内，室温凝固后置于4 ℃

冰箱保存备用。氨苄或卡纳抗生素终浓度为 100 μg/mL.  

3.   50 × TAE 核酸缓冲液： 

分别将 242 g Tris 碱、37.2 g Na2EDTA·2H2O、57.1 mL 冰乙酸，用双蒸水定容

至 1 L，室温保存，使用时稀释成 1×TAE 缓冲液即可。 

4.   10 × PBS 缓冲液 

分别将 2.7 g 磷酸二氢钾、14.2 g 磷酸氢二钠、80 g 氯化钠、2 g 氯化钾溶于 500 

mL 双蒸水中，PH 调至 7.4，用双蒸水定容至 1 L，0.22 μm 滤膜过滤后室温保存。 

2.3 实验方法 

2.3.1 细胞培养 

细胞培养使用的基础培养基为 DMEM（GIBCO，美国），按照体积比添加 10%

胎牛血清（HyClone，美国），1%丙氨酰-谷氨酰胺二肽和 1% 青霉素-链霉素双抗后，

制成完全培养基用于细胞培养。细胞按照实验要求培养在培养瓶或培养皿中，当细

胞生长至 85% - 90%后进行传代。细胞传代时，首先弃掉旧培养基，用 1 mL PBS 润

洗两遍；随后加入 1 mL 0.25%胰蛋白酶（GIBCO，美国），37 ℃消化 3 min；轻晃培

养瓶使细胞分开，随后加入 1 mL PBS 终止胰蛋白酶的消化作用，使用 1 mL 移液器

轻轻吸打至细胞基本分开；将细胞悬液转移到 15 mL 离心管中，1000 r/min 离心 3 

min；弃上清，向细胞沉淀中加入 1 mL 完全培养基并充分吸打，转移至新的培养瓶；

加入 4 mL 完全培养基，随后置于含有 5%二氧化碳的 37℃细胞培养箱中培养。 
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低氧胁迫：本研究中使用化学诱导剂 2，2-联吡啶（2,2-dipyridyl，DP）（生工生

物工程，中国）模拟低氧环境，在细胞培养基中直接添加，终浓度为 100 µmol/L。 

2.3.2 总 RNA 提取、鉴定及反转录 

2.3.2.1 组织总 RNA 提取 

（1） 肝癌组织从-70 ℃冰箱中取出称重后放入研钵中，以每 50mg 组织对应 1mL 

TRIzol 试剂（AMBION，美国）的比例加入相应量的 TRIzol 试剂，在液氮环

境中使用研磨棒研磨至均匀状态后取出，立即分装到多个离心管中并储存于

-80 ℃冰箱，用于后续 RNA 实验。 

（2） 将研磨好的组织样本和 TRIzol 的混合物置于室温孵育 10 min，使 TRIzol 试

剂充分裂解组织样本； 

（3） 加入 1/5 体积的氯仿（4 ℃预冷储藏），上下剧烈颠倒充分混匀 1 min，室温

静置 5 min； 

（4） 4 ℃冷冻离心机预冷，4 ℃条件下 12000 r/min 离心 15 min； 

（5） 将上清转移到新的 1.5 mL 离心管中，加入等体积异丙醇（4℃预冷保存），

上下轻轻颠倒充分混匀，室温放置 10 min，充分沉淀 RNA； 

（6） 4 ℃条件下 12000 r/min 离心 15 min，此时 RNA 沉淀析出，贴于管底； 

（7） 小心吸出上清并丢弃，加入 1 mL 75 %乙醇（DEPC 水预先配制并预冷保存

于 4℃）并上下轻轻颠倒 5-10 次； 

（8） 4 ℃条件下 12000 r/min 离心 5 min，重复操作一次； 

（9） 小心吸出上清并丢弃，于冷冻离心机中 4 ℃，12000 r/min 离心 1 min； 

（10）用 10 µL 小枪头小心吸出并丢弃剩余液体，55 ℃干浴 1 min 至酒精完全挥发； 

（11）加入灭菌的 DEPC 水溶解干燥后的总 RNA，55 ℃干浴 1 min 至完全溶解。 

2.3.2.2 细胞总 RNA 提取  

（1）弃掉旧的细胞培养基，用 1 mL PBS 润洗细胞两遍，以除去残余旧培养基； 

（2）向 T25 培养瓶中加入 800 mL TRIzol 试剂，室温静置 3-5 min； 
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（3） 使用 1 mL 移液器充分吸打，使细胞与 TRIzol 试剂充分混合，随后转移到新

的 RNA Free 离心管中；后续步骤参照 3.2.1 组织 RNA 提取步骤（2）-（11）。 

2.3.2.3 总 RNA 鉴定 

吸取 2 µL 提取的总 RNA 使用 SMA4000 微量紫外分光光度计测量

OD260/OD280 数值，数值处于 1.9-2.0 范围则视为样品合格，可用于后续反转录。 

2.3.2.4 总 RNA 反转录成 cDNA 

操作步骤按照 SuperScript IV Reverse Transcriptase 试剂盒（Thermo，美国）产

品说明书进行。 

（1） 引物退火，与 RNA 模板结合 

50μM Oligo d(T)20     1 μL 

10 mM dNTP mix      1 μL 

RNA 模板            3 μg 

DEPC 水           Add to 13 μL 

（2） 混匀后离心，65℃孵育 5 min，随后置于冰上至少 1 min； 

（3） 配置反转录反应混合物 

5×SSIV Buffer         4 μL 

100 mM DTT          1 μL 

RNaseOUT            1 μL 

SSIV 反转录酶         1 μL 

（4） 将反转录反应混合物加入到退火的 RNA 混合物中，充分混匀后离心； 

（5） 反转录反应：50-55 ℃孵育 10 min；80 ℃孵育 10 min 终止反应； 

（6） 反转录产物 cDNA 冻存于-20 ℃冰箱中。 

2.3.3 实时荧光定量 PCR（qRT-PCR） 

    反转录产物 cDNA 通过 qRT-PCR 测定目标基因相对表达量，所使用的引物如表
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2-1所示。实验在CFX96实时荧光定量PCR仪中进行，操作步骤参考TB Green Premix 

EX Taq II 试剂盒（TAKARA，日本）产品说明书。 

（1） 实验体系配制如下： 

2×TB Green Premix Ex Taq II             12.5 μL 

PCR Forward Primer (10 μM）              1 μL 

PCR REVERSE Primer (10 μM）            1 μL 

cDNA 模板                             2 μL 

灭菌水                                8.5 μL 

（2）使用两步法 PCR 扩增程序： 

     Step 1：95 ℃ 30 s 

     Step 2：95 ℃ 5 s ；60 ℃ 30 s （40 cycles） 

     Step 3：Melt Curve 

所得数据在 Bio-Rad CFX Manager 软件中编辑分析 

表 2-1 RT-PCR 引物名称及序列 

Table 2-1 Names and sequences of RT-PCR primers 

名称 引物序列：正向（F），反向（R）  

 

GPC3 

F: 5′-GAAAGTGGAGACTGCGGTGA-3′   

R: 5′-TTGCCTGCTGACTGTTTCCA-3′  

FAT1 

F: 5′-GCCTGTCTGAAGTGCAGTCT-3′  

 

R: 5′-TGAGTACAGGGGTGTCTGCT-3′  

HIF1α 

F: 5′-GCCAGACGATCATGCAGCTA-3′  

 

R: 5′-ATCCATTGATTGCCCCAGCA-3′  

SNAI1 (Snail) 

F: 5′-ACCTCCAGACCCACTCAGAT-3′   

R: 5′-CCGGACTCTTGGTGCTTGT-3′  

VIM (Vimentin) 

F: 5′-CACCTACAGGAAGCTGCTGG-3′   

R: 5′-ACCAGAGGGAGTGAATCCAGA-3′  
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名称 引物序列：正向（F），反向（R）   

CDH1 

(E-cadherin) 

F: 5′-TCATGAGTGTCCCCCGGTAT-3′   

R: 5′-GGGTCAGTATCAGCCGCTTT-3′  

2.3.4 PCR 扩增及产物纯化 

2.3.4.1 PCR 扩增 

在本研究中使用的人类 GPC3 和 FAT1 基因 CDS 参考序列分别为 NM_004484.3 

和 NM_005245.3，以此为模板在 Primer Primer 5.0 软件上设计目的基因片段的扩增

引物（表 2-2）。由于 GPC3 和 FAT1 均在 Hep3B 细胞系中高表达，因此我们以 Hep3B

细胞系 cDNA 为模板克隆目的片段。由于 FAT1 包含有 34 个 Cadherin 重复，因此

分子量巨大不易操作，因此在本研究中使用仅保留最后两个 Cadherin 重复的

FAT1-Cad2C 片段。 

将模板 cDNA 稀释至 20 ng/µL，引物稀释至 10 µM 工作液，PCR 体系如下所示：  

20 ng/µL template           1 µL 

2.5 mM dNTP mix         2 µL 

10 µM prime F        0.5 µL 

10 µM prime R        0.5 µL 

5×Prime STAR Buffer         5 µL 

Prime STAR HS DNAPolymerase       0.25 µL 

ddH2O   Add to 25 µL 

PCR 反应程序：Step1：98 ℃ 5 min ； 

Step 2：98 ℃ 30 s ；55 ℃ 15 s ；72 ℃ 30 s ，扩增 30 个循环； 

Step 3：72 ℃ 5 min；25 ℃ 1 s。 

退火温度根据片段 Tm 值设定，延伸时间按照 1 kb 延伸 1 min 计算。 
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表 2-2 PCR 扩增引物名称及序列 

Table 2-2 Name and sequence of primers for PCR amplification 

名称 引物序列：正向（F），反向（R） 

 

GPC3 

F: 5′-ATGGCCGGGACCGTGCG-3′  

R: 5′-TTAGTGCACCAGGAAGAAGA-3′ 

FAT1-Cad2C 

F: 5′-ATGTCCAGGGGAAACTACAG-3′ 

 

R: 5′-TTAGACTTCCGTGTGCTGCTGGGA-3′ 

2.3.4.2 PCR 产物纯化回收 

（1）PCR 产物跑 DNA 胶，浓度为 1%； 

（2）将 DNA 条带从琼脂糖凝胶中切下，尽量切除多余部分，放入事先称好重量的

干净离心管，称取重量； 

（3）使用 DNA 纯化回收试剂盒（离心柱型）（TIANGEN，中国）回收目的片段。

向胶块中加入等体积溶液 PC（0.1 g 凝胶加 100 µL PC），50 ℃水浴 10 min，期间

不断温和的上下翻转离心管，以确保胶块充分溶解（若胶块体积过大，可事先切碎）。

若直接从酶切反应液或 PCR 反应液中回收，直接加等量溶液 PC，混匀后进行下一

步； 

（4）向吸附柱 CB2 中加入 500 µL 平衡液 BL，12000 r/min 离心 1 min，倒掉收集管

中的废液，将吸附柱 CB2 重新放回收集管中； 

（5）将第（2）步溶液转移至吸附柱 CB2 中，室温放 2 min，12000 r/min 离心 1 min； 

（6）向吸附柱中加入 600 µL 漂洗液 PW，室温静置 3-5 min，12000 r/min 离心 1 min，

倒掉收集管中的废液，将吸附柱 CB2 放入收集管中； 

（7）重复操作步骤 5； 

（8）将吸附柱 CB2 放入收集管中，12000 r/min 离心 2 min，将吸附柱 CB2 放入新

的 1.5 mL EP 管中，敞开盖子室温或者干浴锅 55 ℃放置 10 min； 

（9）吸附柱 CB2 加入 30 µL 55℃预热的 ddH2O，放置 55 ℃干浴锅中加热 10 min，

12000 r/min 离心 2 min； 
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（10）将洗脱液加回吸附柱 CB2 中，放 55℃水浴锅加热 10 min，12000 r/min 离心 5 

min，转移回收产物到新的离心管中； 

2.3.4.3 回收产物鉴定及浓度测定 

吸取2 µLDNA回收产物使用SMA4000微量紫外分光光度计测量OD260/OD280

数值及浓度，OD260/OD280 数值处于 1.8-2.0 范围则视为样品合格，可用于后续实

验。 

2.3.5 表达载体构建 

2.3.5.1 获得目的片段 

本实验中构建的表达载体包括带有 hFc 标签重组蛋白的表达载体和带有 FLAG

标签重组蛋白的表达载体两种, 使用的表达系统为哺乳动物表达载体 pFUSE。设计

引物、扩增及回收目的片段同前文描述，扩增使用的引物如表 2-3 所示。 

表 2-3 构建表达载体所使用的扩增引物 

Table 2-3 primers used to construct expression vectors 

名称 引物序列：正向（F），反向（R） 

FAT1A 

F: 5’- ATCGCCACGGAAGACTGCGCCAGCAAC-3’ 

R: 5’-GAGGAGTTTCCGGATTCCGCCAACCCAATGTT-3’ 

FAT1B 

F: 5’- ATCAGTTCATCTATGACACTGACTGGA-3’ 

R: 5’-GAGGAGTTTCCGGACTCACAGTGGGTCCCTAT-3’ 

FATC 

F: 5’- ATCCCTGTCCACCATGGCTGTGAAGAT-3’ 

R: 5’-GAGGAGTTTCCGGACCCTGGGCACTGACCA-3’ 

FATD 

F: 5’- ATCAACTTCCAGCGAGCTTTACGGAAC-3’ 

R: 5’-GAGGAGTTTCCGGATGGGCACCTTCCCTCTTTG-3’ 

Cad2C 

F: 5’- TCCAGGGGAAACTACAGTGTCA-3’ 

R: 5’- GACTTCCGTGTGCTGCTGGGAATC-3’ 
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名称 引物序列：正向（F），反向（R） 

E5C 

F: 5’- GTCCACCATGGCTGTGAAGATG-3’ 

R: 5’- GACTTCCGTGTGCTGCTGGGAATC-3’ 

TMICD 

F: 5’- GGAATTGGAATCGTTGTGTTTG-3’ 

R: 5’- GACTTCCGTGTGCTGCTGGGAATC-3’ 

ICD 

F: 5’- CGTAAGATGATTAGTCGGAAAA-3’ 

R: 5’- GACTTCCGTGTGCTGCTGGGAATC-3’ 

2.3.5.2 载体酶切、回收及检测 

（1）质粒 pFUSE 载体使用用限制酶 BspEI 和 EcoRV 进行双酶切 

pBSPS vector             20 μg  

NEB® 3.1buffer          20 μL 

NEB®EcoRV-HF          4 μL 

NEB®BspEI              4 μL 

ddH2O                  102 μL 

（2）通过琼脂糖凝胶电泳检测及分离载体酶切产物，回收和检测步骤参照前文。 

2.3.5.3 目的片段与载体连接 

载体与片段酶切并回收后，按载体与片段摩尔比为 1:3~1:5 配制反应体系，体系

如下所示： 

载体                     120 ng 

目的片段        摩尔质量为载体的 3~5 倍 

10×T4 ligase Buffer        2 µL 

T4 DNA ligase           1 µL 

灭菌水              Add to 20 µL 

充分涡旋混匀，离心，22 ℃反应 30 min。 
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2.3.5.4 电转化 

（1）准备电转感受态细胞，插入冰中，打开电转仪； 

（2）在超净工作台中将电转杯放冰上预冷，向感受态细胞中加入 2 µL 连接产物，

电转质粒则只需加 1 µL； 

（3）将感受态细胞和连接产物混合物全部加入电转杯中，用吸水纸擦干电转杯外侧

水，放入电转仪中，按 pulse 按钮电转； 

（4）快速在电转杯中加入 600 µL 无抗 LB 液体培养基，混匀后转移至 1.5 mL 离心

管中； 

（5）37℃摇床复苏 40 min - 1 h，电转质粒可以复苏 30 min； 

（6）将菌液 6000 r/min，离心 2 min 集菌。电转质粒省去这一步，不需收集菌； 

（7）在超净工作台中弃去 400 µL 液体，用剩余的 200 µl 液体培养基重悬菌体，均

匀涂在抗性固体培养基上。若电转质粒直接弃掉 400 µL 菌液； 

（8）37℃培养箱，过夜培养。 

2.3.5.5 菌落 PCR 鉴定 

（1）以一条载体上通用引物与一条插入片段特异性引物为阳检引物配制阳检 PCR

反应液，一般挑取 6 个单菌落进行阳性检测，PCR 体系如下: 

模板（单克隆菌落）         ---- 

2.5 mM dNTP mix         2 µL 

10×Buffer               2.5 µL 

10 µM prime F           0.5 µL 

10 µM prime R           0.5 µL 

rTaq DNA Polymerase        0.3 µL 

灭菌水                Add to 25 µL 

（2）在超净工作台中取出一个新的抗性固体培养基，在平皿背后画上小方格，并标

上 1-12 的序号，用 10 µL 枪头挑取单克隆菌落，先在小方格中轻点一下，再将枪头

打入标有相同序号的 PCR 反应液； 
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（3）将 10 µL 枪头在 PCR 管中上下混合约 10 次，使枪头上沾的单菌落混合入 PCR

反应液中，丢弃枪头，涡旋离心； 

（4）PCR 反应程序： 

Step1：95 ℃ 5 min ； 

Step2：95 ℃ 30 s ；55 ℃ 30 s ；72 ℃ 30 s；扩增 34 个循环 

Step3：72 ℃ 5 min；25 ℃ 1 s. 

退火温度、延伸时间同插入片段的扩增条件； 

（5）PCR 反应液加入终浓度为 1× loading buffer 和 GelRed 制成琼脂糖凝胶电泳样

品，使用 1×TAE 和琼脂糖配制 1%浓度琼脂糖凝胶，200 V 电泳 15-20 min，在 Tanon 

1600 凝胶成像系统观察 DNA 条带，并记录下阳性单克隆菌落编号。 

（6）挑取一个 PCR 阳性检测为阳性的单克隆摇菌，送测序公司测序。待测序结果

出来后只保留测序阳性菌液。保菌使用 700 µL 抗性 LB 培养基将 PCR 阳性检测为阳

性的单克隆在 37 ℃摇床培养 8h 后向菌液中加入等体积的 50%甘油，混匀后放-80℃

冰箱保存。 

2.3.5.6 基因敲减载体构建 

本室使用 pGreenPuro shRNA 系列载体，构建方法参照产品说明书。在金斯瑞公

司合成 shRNA 序列（表 2-4）： 

表 2-4 shRNA 名称及序列 

Table 2-4 Name and sequence of primers for shRNA 

名称 shRNA 序列 

GPC3 sh1 5’-GGAGCTCAAGTTCTTAATTAT-3’ 

GPC3 sh2 5’-ACTGCAAGTCACTAGGATCTT-3’ 

FAT1 sh1 5’-GGACCAGTATCGCAAGAGTCA-3’ 

FAT1 sh2 5’-GAAGACAAGGAGGTACATAGT-3’ 

HIF1a sh1 5’-GAATGAAGTGTACCCTAACTA-3’ 
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名称 shRNA 序列 

HIF1a sh2 5’-GACGATCATGCAGCTACTACA-3’ 

shCtrl: 5’- GCGTAATAACGATGTCTCTAC-3’  

（1） shRNA 引物退火，合成双链 shRNA，体系如下： 

10 µM prime F         5 μL  

10 µM prime R         5 μL 

充分混匀离心后，95 ℃干浴 5 min，自然冷却降温到 30 ℃；稀释 100 倍，储存

于-20 ℃冰箱，用于后续与载体连接； 

（2） 双酶切载体，回收、鉴定与测浓度 

a. 两个限制酶 BamHI，EcoRI 依次进行酶切，第一次使用 BamHI 进行酶切，

反应体系如下： 

BamHⅠ             5 μL 

10×K buffer        10 μL 

质粒              10 μg 

DdH2O          Add to 100 μL 

30 ℃孵育 4 h，反应结束后进行酶切产物回收、鉴定及测浓度。随后进行第二

次酶切； 

b. EcoRI 酶切反应体系如下： 

EcoRⅠ             5 μL 

10×H buffer        10 μL 

质粒              28 μL 

DdH2O           Add to 100 μL 

37 ℃孵育 4 h，反应结束后进行酶切产物回收、鉴定及测浓度,载体酶切完成； 
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（3） T4 Ligase 连接双链 shRNA 和载体，体系如下： 

回收 Vector               150 ng 

双链 shRNA               1 μL  

10×T4 Ligase Buffer         2 μL 

T4 Ligase                  2 μL 

ddH2O                 Add to 20 μL  

充分混匀离心后，22 ℃反应 30 min。 

（4） 电转化、单克隆阳性检测、测序及保存菌株参照前文。 

2.3.6 质粒提取 

2.3.6.1 碱裂解法小量细菌质粒提取 

操作步骤参考碱裂解法小量细菌质粒提取试剂盒（TIANGEN，中国）操作说明： 

（1）挑取单菌落于抗性 LB 培养基中，每种质粒用 15 mL 离心管摇 6-7 mL 菌液，

37 ℃摇床培养 12 h； 

（2）将 15 mL 离心管中的菌液分至 1.5 mL EP 管中，不同质粒不要弄混，1.5 mL EP

管收集菌液，若菌液过多可多次收集，室温 12000 r/min 离心 2 min，弃上清； 

（3）尽可能吸去培养基，加入 350 µL solution I (含终浓度 100 µg/µL Rnase，按 1:100

加入实验室 RNase 母液，现用现加)，用移液器重悬或者使用涡旋振荡器，充分重悬

菌体； 

（4）加 350 µL solution II，缓慢的上下颠倒约 10 次，室温放置 2 min 至菌液澄清； 

（5）加 350 µL solution III，充分混匀，冰浴或-20 ℃冰箱静置 10-30 min，室温 12000 

r/min 离心 15-20 min。若菌液太多，可将 solution I、solution II、solution III 按 1:1:1

比例适当多加； 

（6）吸 900 µL 上清，宁可少吸也不能吸到沉淀； 

（7）加 600 µL（上清体积的 2/3）异丙醇，室温静置 5 min，室温 12000 r/min 离心

20 min； 

（8）弃上清，加入 1 mL 75%乙醇，充分摇晃，室温 12000 r/min 离心 10 min； 
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（9）弃上清，室温 12000 r/min 离心 5 min，小心用移液器弃掉上清，不要吸出沉淀； 

（10）55 ℃干式恒温器或室温放置，使乙醇充分挥发； 

（11）加入 20 µL ddH2O（可根据下一步实验需求选择合适的量）溶解沉淀。轻弹

后使用 SMA4000 微量紫外分光光度计测浓度。 

2.3.6.2 无内毒素质粒大提 

细菌中的内毒素对细胞有毒性，因此用于细胞转化的质粒需要去内毒素，本实

验使用无内毒素大提试剂盒（TIANGEN，中国），操作过程参考产品说明书： 

（1）若无保存的菌液先将质粒电转，有保存的菌液则使用菌液； 

（2）向 200 mL LB 培养基中加入培养基体积的 0.1%的 100 mg/mL 氨苄或卡纳抗生

素，从电转质粒的固体培养基上挑取一个单菌落或直接沾一点保存的菌液，接入培

养基中，37 ℃摇床过夜培养 16 - 20 h； 

（3）取过夜培养的菌液加入 200 mL 离心管中，室温 4000 r/min 离心 5 min 收集细

菌，尽量吸除上清； 

（4）向留有菌体沉淀的离心管中加入 8 mL 溶液 P1（已加入 RNaseA），使用移液

器或涡旋振荡器彻底悬浮细菌细胞沉淀； 

（5）向离心管中加入 8 mL 溶液 P2，立即温和翻转 6-8 次，使菌体充分裂解，室温

放置 5 min，直至菌液变得清亮粘稠。 

（6）向离心管中加入 8 mL P4，立即温和的上下翻转 6-8 次，至溶液出现白色分散

絮状沉淀，室温静置 10 min 左右； 

（7）8000 r/min 离心 10-15 min，使白色沉淀离至管底； 

（8）将全部溶液小心倒入过滤器 CS1 中（避免倒入大量沉淀而堵塞过滤器），慢

慢推动推柄过滤，滤液收集在干净 50 mL 的管中； 

（9）向吸附柱 CP6 中加入 2.5 mL 的平衡液 BL，8000 r/min 离心 2 min，倒掉收集

管中的废液，将吸附柱重新放回收集管中； 

（10）向滤液中加入 0.3 倍滤液体积的异丙醇（加入异丙醇过多容易导致 RNA 污染），

上下颠倒混匀后转移到吸附柱 CP6 中； 

（11）室温 8000 r/min 离心 2 min，倒掉收集管中的废液，将吸附柱 CP6 重新放回
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收集管中； 

（12）向吸附柱 CP6 中加入 10 mL 漂洗液 PW（已加无水乙醇），8000 r/min 离心 2 

min，弃掉收集管中的废液，将吸附柱重新放回收集管中； 

（13）重复操作步骤 12； 

（14）向吸附柱 CP6 中加入 3 mL 无水乙醇，室温 8000 r/min 离心 2 min，倒掉废液； 

（15）将吸附柱 CP6 重新放回收集管中，8000 r/min 离心 5 min，目的是将吸附柱中

残余的漂洗液去除。将吸附柱 CP6 开盖，置于室温放置数 min，以彻底晾干吸附材

料中残余的漂洗液； 

（16）将吸附柱 CP6 置于一个干净的 50 mL 收集管中，向吸附膜中间部位悬空滴加

1 mL 55 ℃预热的 ddH2O，室温静置 5 min； 

（17）8000 r/min离心 2 min，将 50 mL离心管中的洗脱液全部移入一个干净的 1.5 mL

离心管中； 

（19）使用 SMA4000 微量紫外分光光度计测浓度，置于-20 ℃冰箱储存。 

2.3.7 构建细胞系  

2.3.7.1 构建瞬时表达细胞系 

（1）提前培养细胞，当细胞贴壁生长至 50 %时进行转染； 

（2）从-20 ℃冰箱中取出 PEI，65 ℃干浴 10 min 直至完全溶解； 

（3）取适量 Opti-MEM（GIBCO，美国）培养基加入到离心管中，将质粒加入到

Opti-MEM 培养基中，充分混匀； 

（4）另取等体积 Opti-MEM 培养基加入到另一离心管中，再加入质粒质量三倍的

PEI，充分混匀后与制备的质粒/Opti-MEM 混合物等体积充分混合； 

（5）室温静置 20 min； 

（6）弃掉培养基上清，1 mL PBS 洗 2 次，加入新培养基； 

（7）将 PEI/质粒混合液轻轻加入到细胞中，放入细胞培养箱培养； 

（8）24 h 后换成新的培养基，减少 PEI 对细胞的毒性。 
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2.3.7.2 构建基因稳定敲减细胞系 

2.3.7.2.1 包被慢病毒 

（1）提前培养 HEK293T 细胞，当细胞生长至 50%时进行病毒质粒转染； 

（2）从-20 ℃冰箱中取出 PEI，65 ℃干浴 10 min 直至完全溶解； 

（3）将病毒辅助包装质粒 pMission-Gal-pol，pMission-VSVG 和构建的慢病毒载体

pGreenPuro 载体以 3:1:1 的比例与 Opti-MEM 培养基充分混合，将三倍质粒质量的

PEI 与等量 Opti-MEM 培养基充分混合； 

（4）将质粒/Opti-MEM 混合物与 PEI/Opti-MEM 混合物充分混合，在室温环境中静

置 20 min； 

（5）弃掉培养基上清，1 mL PBS 洗 2 次，加入新培养基； 

（6）将质粒/PEI 混合物加入 HEK293T 细胞中，轻轻混匀； 

（7）将细胞放回细胞培养箱中继续培养，使病毒在细胞中完成包装、繁殖，最终释

放到培养基上清中； 

（8）病毒包被 5 天后收集培养基上清，并使用 0.45 μm 滤膜过滤掉 293T 细胞碎片，

收集滤液用于下一步病毒感染。 

2.3.7.2.2 病毒感染细胞 

（1）提前培养待转染细胞，当细胞生长至 30-50%时可进行病毒质粒转染； 

（2）弃掉旧培养基，PBS 洗两遍，加入包被好的病毒，再加入病毒滤液等体积的新

鲜培养基； 

（3）将细胞放回细胞培养箱中继续培养。 

2.3.7.2.3 筛选阳性细胞 

（1）病毒感染细胞 3-5 天后进行细胞传代，细胞传代步骤同前文（3.1 细胞培养）； 

（2）传代培养基中加入终浓度为 2 μg/mL 的嘌呤霉素进行筛选，每 3 天传代一次； 

（3）筛选 7-10 天后可进行后续相关实验。 
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2.3.8 总蛋白提取及浓度测定 

预先准备好 RIPA 细胞裂解液（含有蛋白酶抑制剂，磷酸酶抑制剂和 EDTA），

预冷 PBS 缓冲液。 

2.3.8.1 组织总蛋白提取 

（1）使用预冷的 PBS 轻洗组织 2 次，用剪刀把组织剪碎，放入预冷的组织研磨棒

中，加入 RIPA 裂解液在冰上迅速研磨成匀浆状； 

（2）将组织匀浆转移到离心管中，冰上裂解 1 h； 

（3）12000 r/min 离心 10 min； 

（4）转移蛋白上清到新的离心管，用于下一步实验。 

2.3.8.2 细胞总蛋白提取 

（1）贴壁细胞在特定实验中处理完毕后，使用胰酶消化细胞并收集到离心管中； 

（2）预冷的 PBS 缓冲液洗细胞 3 次； 

（3）1000 r/min 离心 1min，弃掉 PBS； 

（4）加入 RIPA 裂解液，冰上裂解 1 h； 

（5）12000 r/min 离心 10 min； 

（6）转移蛋白上清到新的离心管，用于下一步实验。 

2.3.8.3 蛋白浓度测定 

提取的细胞蛋白参照 BCA 蛋白浓度测定试剂盒（弗德生物，中国）中实验步骤

测定蛋白浓度，浓度测量后细胞蛋白直接用于下一步实验或分装并冻存于-70 ℃。 

2.3.9 免疫共沉淀 

（1）PEI 介导质粒瞬转 HEK293T 细胞，48 h 后可用于下一步实验； 

（2）使用胰酶消化细胞并收集到 1.5 mL 离心管中，PBS 洗两遍，向细胞中加入适



 

华中农业大学 2020 届博士研究生学位论文 

36 
 

量 RIPA 蛋白裂解液，冰上裂解 30 min； 

（3）4 ℃ 12000 r/min 离心 10 min，吸取蛋白上清； 

（4）BCA 法测量提取蛋白的浓度，并将浓度调整到 0.5-1 μg/μL； 

（5）取 1 mg 总蛋白，加入 1.5 mL 离心管中，余下蛋白-80 ℃冻存； 

（6）准备 Protein A/G 琼脂糖纯化树脂（翊圣，中国），取 80 μL Protein A/G 琼脂

糖纯化树脂，加入 1 mL 结合/洗涤 Buffer 充分重悬，1000 r/min，离心 1 min，弃上

清； 

（7）重复上述步骤，使用结合/洗涤 Buffer 洗涤 Protein A/G 琼脂糖纯化树脂两次，

最后加入 2 倍体积的结合/洗涤 Buffer，制成 0.5×Protein A/G 琼脂糖纯化树脂悬液； 

（8）取 30 μL 0.5×Protein A/G 琼脂糖纯化树脂悬液和 1 μL hIgG 蛋白到蛋白样中，

室温缓慢混匀 1 h，对总蛋白样品进行预处理，去除与 beads 和 hIgG 的非特异性结

合； 

（9）1000 r/min 离心 5 min，取上清到新的离心管中，加入 5-10 μg 一抗，室温缓慢

混匀 1 h 或 4℃过夜孵育； 

（10）取 30 μL 0.5×Protein A/G 琼脂糖纯化树脂悬液加入到 Ag-Ab 混合物中，室温

缓慢混匀 30 min，使抗原抗体充分结合； 

（11）1000 r/min 离心 2 min，弃上清，向沉淀中加入 1 mL 结合/洗杂 Buffer 缓慢充

分混匀，洗去非特异性结合杂蛋白； 

（12）1000 r/min 离心 2 min，弃上清，重复洗杂 4-5 次； 

（13）加入 30 μL 2×Reducing Loading Buffer，100℃煮 10 min，洗脱特异性结合蛋

白; 

（14）12000 r/min 离心 5 min 后可用于进行下一步实验。 

2.3.10 SDS – PAGE 胶制备 

利用 SDS-PAGE 方法分离不同分子量的蛋白质。 

（1）配制 10%分离胶，体系如表 2-5（生工生物，中国）： 
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表 2-5 SDS-PAGE 配方 

Table 2-5 SDS-PAGE formulation 

10%分离胶 5%浓缩胶 

灭菌水 6.5 mL 灭菌水 2.8 mL 

40%丙烯酰胺溶液 3.8 mL 40%丙烯酰胺溶液 0.56 mL 

4×Tris/SDS(PH8.8) 3.8 mL 4×Tris/SDS(PH6.8) 1.1 mL 

10%过硫酸铵 150 μL 10%过硫酸铵 45 μL 

TEMED 7.5 μL TEMED 6 μL 

Total 15 mL Total 4.5 mL 

首先制备分离胶，将各组分混合均匀后，立即加入已安装好的玻璃制胶平板中，

至距离玻璃板顶端约 1.5 cm，然后在分离胶溶液上轻轻覆盖约 1 cm 的无水乙醇（压

平液面防止出现气泡）。室温静置约 30 min，待凝胶聚合完全后，倒掉覆盖的无水

乙醇，用滤纸尽可能吸干凝胶顶端的水，然后配制 5%浓缩胶, 按照配方加入相应成

分（见表 2-5），各组分混合均匀后立即加入到分离胶上层，液面与玻板上沿齐平，

立即将梳子轻轻插入玻板之间，尽可能避免产生气泡。约 30 min 浓缩胶聚合完全后，

小心拔出梳子； 

（2）向蛋白样品中加入 5× Reducing Loading Buffer，98 ℃干浴 10 min，使蛋白质

变性。12000 r/min 离心 2 min，然后将样品加入制好的 PAGE 胶中； 

（3）跑胶：80 V 电泳 30 min；120 V 1-1.5 h。 

2.3.11 Western Blot 

利用 Western Blot 实验检测目的蛋白的有无或含量变化，实验操作步骤如下： 

（1）转膜：电泳结束后将目的条带部位的蛋白胶切下，随后按照蛋白胶的大小裁剪

0.2 µm PVDF 膜和滤纸，从负极到正极按照海绵，滤纸，蛋白胶，PVDF 膜，滤纸，

海绵的顺序进行码放，操作时注意不要产生气泡；加入电泳缓冲液没过最上端后，

冰上 200 mA 转膜 1-2 h（视蛋白分子量大小而定，蛋白分子量越大，电转时间越长）； 

（2）封闭：电转结束后，将 PVDF 膜（此时膜上已清晰可见 Maker 条带，而 SDS-PAGE

胶中已没有 Maker 条带）小心取出后放入 TBS 溶液中清洗 1 遍，而后放入由 TBST
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溶液配制的 5 %脱脂奶粉溶液中，室温孵育 1-2 h 或 4 ℃孵育过夜； 

（3）杂一抗：封闭结束后，将 PVDF 膜放入到由 TBST 溶液稀释后的一抗溶液中，

室温孵育 3-5 h 或 4 ℃孵育过夜，一抗的稀释比例按照抗体说明书上进行； 

（4）杂二抗：一抗孵育结束后，将 PVDF 膜放入到 TBST 溶液中，水平剧烈摇晃 5 

min 洗膜 3 次，洗膜结束后，将 PVDF 膜放入到由 TBST 溶液稀释的带有 HRP 标记

的二抗溶液中，室温孵育 1 h，此处二抗稀释比例按照二抗说明书上进行； 

（5）拍照：二抗孵育结束后，将 PVDF 膜放入到 TBST 溶液中，水平剧烈摇晃 5 min

洗膜 5 次。按照极超敏 ECL 化学发光试剂盒（碧云天，中国）说明书配置显色液（A

液与 B 液按 1:1 混合），将显色液加到清洗好的膜上，使用化学发光成像仪拍照后

分析结果。 

2.3.12 重组蛋白的表达纯化 

表达带有 hFc 标签的重组蛋白，可以利用 hFc 与 Protein A 特异性结合的特点将

重组蛋白从悬浮细胞培养基上清中分离纯化出来。本实验使用 HEK293F 悬浮细胞表

达系统表达重组蛋白，利用柱式 Protein A 琼脂糖纯化树脂吸附带有 hFc 标签的重组

蛋白，通过高效液相色谱的方法纯化蛋白。 

2.3.12.1 HEK293F 悬浮细胞表达重组蛋白 

（1）细胞培养：预先在摇瓶中培养 HEK293F 细胞，摇匀后取样并用台盼蓝进行染

色，使用细胞计数板采用五点计数法计算细胞数目与细胞活率，计数 3 次取平均值； 

（2）细胞计数：根据计算的种子细胞个数，取 6×108 个细胞转移到 200 mL 无血清

SMM293T II（义翘神州，中国）培养基中， 在细胞培养箱中使用摇床培养 6 h，以

适应新培养基，为下一步质粒转化做准备； 

（3）PEI 介导质粒瞬转：使用 PEI 介导质粒转染 HEK293F 悬浮细胞，6 μg 质粒转

染 6×108 个细胞。首先配置转染混合试剂：在一个离心管中将 15 mL 150 mM NaCl

与 6 μg 质粒混匀，另用一个离心管将 15 mL 150 mM NaCl 与 1.8 mL PEI 混合。分别

颠倒混匀后静置 5 min，然后将 PEI 混合物加入到质粒混合物中，充分混匀后静置
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20 min。将转染混合物加入到细胞悬液中，在细胞培养箱中使用摇床培养； 

（4）补充培养基辅料：转染后24 h开始添加4%的Sino Biological® SMS 293-SUPI 培

养基辅料（义翘神州，中国），每两天添加一次。转染后培养细胞约 6-8 天，期间

需要每日检测细胞活率，当细胞活率低于 85%时收取培养基上清； 

（5）收取蛋白上清：将细胞悬液分装到 50 mL 离心管中，1500 r/min 离心 10 min，

将上清转移到提前预冷的大离心瓶中。在 4℃离心机中进行第二次离心，4000 r/min 

离心 25 min。离心结束后将上清转移到已灭菌的离心瓶中，在 4 ℃离心机中进行第

三次离心，9000 r/min 离心 40 min。最后将离心后上清收集在干净的蓝盖瓶中； 

（6）滤膜过滤蛋白上清（防止堵塞仪器管道）：离心后的蛋白上清使用抽滤泵配合

0.8 μm 孔径滤膜抽滤，滤液再经 0.45 μm 孔径滤膜抽滤，过滤后的蛋白上清样品可

进行下一步实验。 

2.3.12.2 高效液相色谱法纯化蛋白 

（1）AKTA 开机，在未接入 Protein A 吸附柱的情况下，使用 ddH2O 以 15 mL/min

冲洗管道 20 min，排净管道中的气泡以及残余乙醇； 

（2）接入 Protein A 吸附柱，将液体换为 PBS，调整液体流速为 1-2 mL/min，控制

柱压低于 0.5 MPa，冲洗 1 h; 

（3）暂停仪器，将液体换为蛋白上清液，流速不变，至上样完成； 

（4）暂停仪器，将液体换为 PBS，保持流速，冲洗管道 1 h，洗去未结合的杂质； 

（5）暂停仪器，将液体换为 PH 5.0，保持流速，冲洗管道 1 h，洗脱杂蛋白； 

（6）暂停仪器，将液体换为 PH 2.0，将流速调整为 1 mL/min，开始洗脱目的蛋白。

在洗脱过程中，注意观察 UV 值，在高于 10 mAU 时开始按每个离心管蛋白接 1 min

样品速度收样，离心管中预先加入 300 μL PH 8.0 中和洗脱蛋白的强酸性，UV 值降

至 10 mAU 后停止接收，继续冲洗 10 min； 

（7）暂停仪器，液体换为 ddH2O 冲洗 1 h 后，换成 20%乙醇充满管道和 Protein A

吸附柱，随后卸下吸附柱并于 4 ℃保存。 
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2.3.12.3 置换 Buffer 及浓缩 

上一步纯化出来的蛋白还处于洗脱液环境中，需要进一步将蛋白置换到 PBS 溶

液中,蛋白置换 Buffer 与浓缩可以通过浓缩管同时进行。 

（1）将纯化出来的蛋白加入到 5-10 倍体积的 PBS 溶液中稀释； 

（2）选择孔径远小于蛋白分子量的浓缩管，将适量稀释好的蛋白样品加入到浓缩管

中； 

（3）4 ℃离心机，1000 r/min，离心 20 min；弃掉滤液，再加入适量稀释好的蛋白

样品，用 1 mL 移液器反复吸打滤膜（为防止滤膜划破，影响浓缩效率，注意枪头不

要接触滤膜）； 

（4）重复以上步骤，直至稀释好的蛋白样全部浓缩完； 

（5）取出浓缩好的蛋白样品，加入到新的离心管中，再加入 5-10 倍体积的 PBS，

充分混匀； 

（6）重复一次步骤（3）和步骤（4）； 

（7）取出蛋白样品，在超净工作台上使用 0.22 μm 滤膜除去样品内可能存在的细菌； 

（8）分装后放入-80℃冰箱冻存。 

2.3.13 酶联免疫吸附实验（ELISA） 

（1）将所需蛋白从-80 ℃冰箱中取出并在冰上解冻； 

（2）抗原包被：在 ELISA 板底包被终浓度为 5 μg/mL 的抗原蛋白，每孔 50 μL。用

手轻拍 ELISA 板侧边，使液体均匀覆盖板底，盖上盖子，置 37℃孵育 30 min；抗

原孵育结束后，将液体倒掉，向各孔中加入 PBST（约 300 μL）洗掉未结合的抗原； 

（3）封闭：弃掉 PBST，向各孔中加入 Blocking Buffer（约 300 μL），置 37℃孵育

30 min； 

（4）梯度稀释待检蛋白：将待检测蛋白按首孔 400 μM，其余孔按照 1:3 的比例进

行梯度稀释，共稀释 12 孔； 

（5）待检测蛋白与抗原结合：将封闭好的 ELISA 板取出，将其内封闭液倒掉，在

吸水纸上倒扣并拍干液体，将配置好的蛋白稀释液加到对应孔中，每孔加入 50 μL
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样品，用手轻拍 ELISA 板侧壁使样品平铺板底，37 ℃孵育 30 min； 

（6）标签抗体检测蛋白与抗原的结合：从 37 ℃培养箱取出 ELISA 板，将液体倒掉，

并在吸水纸上拍干，PBST 洗 3 次，每次都要在吸水纸上拍掉多余水分。按照说明书

稀释标签抗体，每孔加入 50 μL，37 ℃孵育 30 min； 

（7）显色：取出 ELISA 板，将液体倒掉并在吸水纸上拍干，PBST 洗 5 次。按照碧

云天®TMB 显色液试剂盒说明配制显色液，每孔加入 100 μL。显色 15 min 或至颜色

不再变化时，加入 100μL 0.5 M 硫酸溶液终止反应。 

（8）检测：用酶标仪在 450 nm 处测量 OD 值，记录数据，并用 prism 软件进行分

析及作图。 

2.3.14 流式细胞术 

在本实验中使用流式细胞术检测蛋白与细胞表面抗原蛋白的结合能力。 

（1）预先培养细胞，生长至 80%后用来进行实验。使用胰酶将细胞从培养皿上消化

下来，尽量消化彻底分散成单个细胞，使用 PBS 重悬细胞。将细胞悬液过细胞筛，

防止大的细胞团堵塞流式细胞仪管道； 

（2）将 1×106 个细胞重悬于 1 mL 5% BSA 溶液中，充分混匀；随后加入一抗（即

待测蛋白），置于冰上孵育 1 h。 

（3）4 ℃离心机，1000 r/min 离心 5 min，弃掉上清； 

（4）加入 1 mL 预冷的 PBS 重悬细胞，洗掉未结合一抗，依次重复步骤（3）和（4）

2 次； 

（5）将细胞再次悬浮于 1 mL 5% BSA 溶液中，加入 PE 标记的二抗，置于冰上孵育

30 min； 

（6）4 ℃离心机，1000 r/min 离心 5 min，弃掉上清；收集细胞，用冷的 PBS 洗涤

两次； 

（7）将细胞悬浮于冷的 PBS 中，使用流式细胞仪进行分析。 
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2.3.15 Transwell 细胞迁移实验 

Tanswell 实验是检测细胞迁移能力的经典实验，在本实验中，使用 8 μm 24 孔

Transwell 板（Corning-Costar，美国）检测不同基因对肝癌细胞迁移能力的影响，具

体操作方法如下: 

（1）消化细胞：使用胰酶将细胞从培养皿上消化下来，用 1 mL 的移液器尽量将细

胞分散为单个细胞，最终将细胞重悬到血清含量为 5%的饥饿培养基中； 

（2）细胞计数并接种：使用细胞计数板进行计数，随后将细胞密度调整为每 200 μL

含细胞 2×104，充分混匀后，接种 200 μL 的细胞悬液到 Transewell 板的上室，下室

加入 400 μL 血清含量为 20%的诱导培养基诱导细胞向下迁移；放入细胞培养箱中继

续培养 48 h； 

（3）细胞固定及染色：取出 Transwell 板上室，用 PBS 洗 3 遍，用棉签擦掉上室内

侧未迁移的细胞后将上室置于新的 24 孔板中，加入 1 mL 4%甲醛溶液，室温固定

20 min；弃掉固定液，并用 PBS 洗 5 遍；加入 1 mL 甲醇溶液，室温孵育 20 min；

弃掉甲醇溶液，并用 PBS 洗 5 遍，加入 50%结晶紫溶液，室温避光染色 20 min； 

（4）拍照并计数：弃掉结晶紫溶液，并用大量 PBS 洗掉多余的结晶紫溶液，随后

将上室置于显微镜下观察并拍照保存，使用 Image J 软件进行细胞计数，并用 Prism

软件进一步分析及作图。 

2.3.16 荧光素酶报告实验 

在表达荧光素酶的肝癌细胞中敲减本研究的目的基因或进行药物处理，通过测

量细胞中荧光素酶活性检测不同的基因或蛋白对细胞增殖的影响。具体操作步骤如

下： 

（1）消化细胞：使用胰酶将细胞从培养皿上消化下来，用 1 mL 的移液器尽量将细

胞分散为单个细胞，最终将细胞重悬到新的培养基中； 

（2）细胞计数并接种：使用细胞计数板进行计数，随后按照不同的实验需求将每

200 μL 细胞密度调整为 1×103 - 5×103 个细胞，接种 200 μL 到 96 孔细胞培养板中，

每组实验做 4 个技术重复；四周加入 PBS 保护行，防止培养基蒸发造成的实验误差；
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放入细胞培养箱中继续培养； 

（3）测量荧光素酶含量：细胞培养 3 - 5 天后取出，弃掉培养基。加入 100 μL PBS

溶液，放入-80 ℃冰箱中冷冻，反复冻融 2 次后取 20 μL 上清通过多功能酶标仪测定

荧光素酶含量，并使用 Prism 软件进一步分析及作图。 

2.3.17 动物免疫及多抗血清效价测定 

2.3.17.1 重组蛋白免疫动物 

重组蛋白采用肌肉注射的方法免疫新西兰大白兔，免疫剂量为 110 μg /次，2 周

免疫一次，根据效价决定免疫次数。重组蛋白免疫之前需要与水溶性佐剂

QuickAntibody（博奥龙，北京）等体积混合，在提高重组蛋白免疫效率的同时可以

保持蛋白空间构象。免疫后 7 天，耳静脉采血，随后通过 ELISA 实验测定免疫血清

的效价。 

重组蛋白采取皮下注射的方式免疫 BALB/c 小鼠，免疫剂量为 50 μg/次。首次

免疫前重组蛋白与等体积氟氏完全佐剂（博奥龙，中国）充分乳化；以后每间隔 3

周, 同法进行第 2，3 次免疫, 免疫前重组蛋白用氟氏不完全佐剂（博奥龙，中国）

充分乳化。 

2.3.17.2 多抗血清效价测定 

本实验通过 ELISA 实验检测多抗血清效价，具体方法如下： 

（1）包被重组蛋白抗原：用 PBS 将重组蛋白抗原稀释至 5 μg/mL，每孔加入 50 μL，

用手轻拍 ELISA 板侧边，使液体均匀覆盖板底，盖上盖子，置 37℃孵育 30 min；

抗原孵育结束后，将液体倒掉，向各孔中加入 PBST（约 300 μL）洗掉未结合的抗

原； 

（3）封闭：弃掉 PBST，向各孔中加入 Blocking Buffer（约 300 μL），置 37℃孵育

30 min； 

（4）稀释多抗血清：从 4℃冰箱中取出多抗血清，首孔稀释 50 倍，其余各孔按照

1:2 的比例使用 Blocking Buffer 进行梯度稀释，共稀释 12 孔； 
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（5）多抗血清与抗原结合：将封闭好的 ELISA 板取出，将其内封闭液倒掉，在吸

水纸上倒扣拍并干液体，将配置好的多抗血清稀释液加到对应孔中，每孔加入 50 μL

样品，用手轻拍 ELISA 板侧壁使样品平铺板底，37 ℃孵育 30 min； 

（6）杂二抗：从 37℃培养箱取出 ELISA 板，将液体倒掉，并在吸水纸上拍干，PBST

洗 3 次，每次都要在吸水纸上拍掉多余水分。按照说明书稀释 HRP 标记的二抗，每

孔加入 50 μL，37℃孵育 30 min； 

（7）显色：取出 ELISA 板，将液体倒掉并在吸水纸上拍干，PBST 洗 5 次。按照碧

云天®TMB 显色液试剂盒说明书配制显色液，每孔加入 100 μL。显色 15 min 或至颜

色不再变化时，加入 100 μL 0.5 M 硫酸溶液终止反应； 

（8）检测：用酶标仪在 450 nm 处测 OD 值，记录数据，并用 prism 软件进行分析

及作图。 
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3 结果与分析 

3.1 GPC3 在肝癌细胞系中的高表达 

GPC3 属于癌胚蛋白，参与胚胎的生长发育，在胚胎时期表达活跃，但受到严

格的调控，具有组织特异性和时期特异性。为了分析 GPC3 在肝癌细胞系中的表达

水平，实验提取了两份成人正常肝组织（取自武汉大学中南医院肝移植手术后标本）

和三种肝癌细胞（HepG2，Hep3B，Huh7）的总蛋白和总 RNA，通过 Western Blot

实验和 qRT-PCR 的方法分析成人正常肝组织和三种肝癌细胞系中 GPC3 的表达差

异。结果显示，在成人正常肝组织中，GPC3 只在 mRNA 水平（图 3-1 A）上检测到

少量表达，在蛋白水平（图 3-1 B）检测不到表达；在三种肝癌细胞系中，GPC3 的

表达量是正常成人肝组织的 10-50 倍。 

 

图 3-1 GPC3 在成人正常肝组织和肝癌细胞系中的表达量 

Figure 3-1 The expression level of GPC3 in adult normal liver tissue and HCC cells 

通过 qRT-PCR 检测 GPC3 在两份成人正常肝组织和三种不同肝癌细胞系（HepG2, 

Hep3B ,Huh7）中 mRNA（A）的表达量以及通过 Western Blot 检测蛋白表达量（B）。

数据表示平均值±SEM (n=3)；**P＜0.01, ***P＜0.001。 

GPC3 mRNA (A) expression and protein (B) level in two adult normal liver tissues and 

three HCC cell lines measured by quantitative RT-PCR and Western Blot. Data represent 

mean ± SEM (n=3); **P＜0.01, ***P＜0.001. 
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3.2 GPC3 促进肝癌细胞增殖与迁移 

增殖和转移是肿瘤发展非常重要的两个特征，为了验证 GPC3 在肝癌细胞系中

是否促进细胞增殖及迁移，我们构建了稳定敲减 GPC3 的肝癌细胞系，并检测了细

胞增殖与迁移表型的变化。 

首先，针对 GPC3 的 mRNA 序列设计了两个特异的 shRNA（GPC3sh1 和

GPC3sh2），并构建到慢病毒载体 pGreenPuro 上。对照组 shRNA（shCtrl）是一个不

针对任何哺乳动物 mRNA 的打乱序列，pGreenPuro 载体带有 GFP 报告基因及嘌呤

霉素筛选基因，若载体成功转入细胞中并表达，阳性细胞在荧光显微镜下可以观察

到 GFP 发出的绿色荧光。将构建好的 shRNA 载体和慢病毒包装辅助载体

（pMission-Gag/Pol 和 pMission-VSV-G）通过 PEI 介导的方法转入 HEK293T 细胞中

包被病毒，随后用包装好的病毒转染肝癌细胞，最后用嘌呤霉素进行筛选即可得到

稳定敲减 GPC3 的肝癌细胞系。通过在荧光显微镜下观察发现，慢病毒转染第 4 天

即可在细胞中观察到绿色荧光，说明构建的载体已经在细胞内正常表达（图 3-2）。 

 

图 3-2 敲减载体转入肝癌细胞中并正常表达 

Figure 3-2 The knockdown vector was transferred into liver cancer cells and 

expressed successfully 

使用 Leica 荧光显微镜分别在 GFP 激发光（A）和明场（B）下观察慢病毒感染第四

天的 Hep3B 细胞。 

Hep3B cells on day 4 of lentivirus infection were observed by Leica fluorescence 

microscope under GFP excitation light (A) and bright field (B), respectively. 
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其次，在慢病毒感染 3 -5 天后，使用嘌呤霉素对细胞进行筛选，7 天后检测细

胞中 GPC3 表达量。我们提取了对照组（WT 和 shCtrl）和实验组（GPC3sh1 和

GPC3sh2）细胞系的总 RNA 和总蛋白，分别利用 qRT-PCR 和 Western Blot 实验在

RNA 水平和蛋白水平检测 GPC3 的表达量（图 3-3）。结果显示，与对照组相比，实

验组细胞系 GPC3 的表达量平均下调了 80%，显著低于对照组，说明设计的两个

shRNA（GPC3sh1 和 GPC3sh2）序列可以有效敲减 GPC3 的表达。 

 

 

图 3-3 检测 GPC3 shRNA 的敲减效率 

Figure 3-3 GPC3 shRNA knockdown efficiency 

在 Hep3B 细胞中稳定转入 GPC3 shRNA（GPC3sh1 和 GPC3sh2）和对照 shRNA

（shCtrl）后，在（A）RNA 水平和（B）蛋白水平检测 GPC3 的敲减效果。数据表

示平均值±SEM (n=3)；***P＜0.001。 

Conirm the GPC3 knockdown efficiency in Hep3B cells stably transfected with GPC3 

specific shRNA (GPC3sh1 and GPC3sh2) or control shRNA (shCtrl) at mRNA level(A) 

and protein level(B). Data represent mean ± SEM (n=3)；***P＜0.001. 

 

为了验证 GPC3 对细胞迁移的影响，在 Hep3B 细胞系中稳定敲减 GPC3，将细

胞以 2×104 个细胞/孔的量接种到 Transwell 小室中，每个细胞做三个技术重复，通过

Transwell 实验检测细胞迁移能力（图 3-4 A）。结果显示，敲减 GPC3 后 Hep3B 细胞

迁移能力分别下调了 46%（GPC3sh1）和 57%(GPC3sh2)，说明 GPC3 可以促进细胞

迁移。 
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为了验证 GPC3 对细胞增殖的影响，在携带荧光素酶（Luciferase）报告基因的

Hep3B-Luciferase 细胞和 HepG2-Luciferase 细胞中敲减 GPC3（通过慢病毒转染的方

法构建了稳转细胞系），随后将不同的细胞以 5×103 个细胞/孔的量接种到 96 孔板中，

每孔做 4 个技术重复，培养 72 h 后通过酶标仪检测荧光素酶报告基因的表达量。如

图 3-4 B 所示，无论在 Hep3B-Luciferase 还是 HepG2-Luciferase 细胞系中，敲减 GPC3

后细胞增殖均显著下降；在 HepG2- Luciferase 细胞系中，敲减 GPC3 后细胞增殖下

降了 19%（GPC3sh1）和 23%（GPC3sh2），在 Hep3B-Luciferase 细胞系中，敲减

GPC3 后细胞增殖下降了 47%（GPC3sh1）和 48%（GPC3sh2），说明 GPC3 可以促

进细胞增殖。 

以上的实验结果说明，GPC3 不仅可以促进肝癌细胞迁移，还可以促进肝癌细

胞增殖。 

 

 

图 3-4 GPC3 参与肝癌细胞迁移与增殖 

Figure 3-4 GPC3 is involved in cell migration and proliferation in HCC cells  

A：在 Hep3B 细胞中敲减 GPC3，通过 Transwell 实验检测细胞迁移。使用结晶紫溶

液对迁移的细胞进行染色，并在显微镜下观察并拍照记录，然后使用 Image J 软件进

行分析。B：在 Hep3B-Luciferase 细胞和 HepG2-Luciferase 细胞中敲减 GPC3，通过
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酶标仪检测细胞荧光素酶的变化显示细胞增殖速度的快慢。数据表示平均值±SEM 

(n=3)；**P<0.01， ***P＜0.001。 

A: Knockdown GPC3 in Hep3B, and using Transwell assay to detect cell migration. The 

migrated cells were stained with crystal violet, observed and photographed under a 

microscope, and analyzed by Image J software. B: GPC3 was reduced in 

Hep3B-Luciferase cells and HepG2-Luciferase cells, and the effect of GPC3 on cell 

proliferation was revealed by detecting the changes of Luciferase. Data represent mean ± 

SEM (n=3). **P<0.01, *** P＜0.001. 

3.3 GPC3 在 DP 诱导的低氧环境中上调表达 

癌细胞转移是导致癌症患者死亡的主要原因，这一过程涉及到肿瘤细胞与微环

境之间的相互作用，而缺氧环境是促进癌细胞转移的一个重要因素(Rankin and 

Giaccia 2016)。HIF1α 是低氧诱导信号通路的主要效应因子之一，可以激活下游众多

响应低氧信号基因的表达(Semenza et al., 1991; Majmundar et al., 2010)。本研究中参

照以往的文献报道(Valletta et al., 2014)，选择使用化学试剂 DP（2，2-联吡啶）诱导

低氧环境，以终浓度为 100 μM 的 DP 处理 HepG2 细胞，并分别在 0 h、3 h、6 h、

12 h 和 24 h 后取 RNA 样，通过 qRT-PCR 的方法检测 GPC3 和 HIF1α mRNA 的表达

量（图 3-5 A-B）。结果显示，GPC3 和 HIF1α 的 mRNA 表达量随着 DP 处理时间的

延长而增加；其中 DP 处理 12 - 24 h 效果最佳，和无处理对照相比，GPC3 和 HIF1α

分别最高上调了 2.74 倍（p<0.001）和 1.97 倍（p<0.001），可作为后续诱导低氧环

境的方法。 

为了验证蛋白水平是否也有一样的结果，采用相同的诱导条件处理HepG2细胞，

分别在处理 0 h、2 h、4 h、6 h、12 h、24 h 后取蛋白样，通过 Western Blot 的方法

检测 GPC3 和 HIF1α 的表达量（图 3-5 C-E）。结果显示，GPC3 和 HIF1α 的表达量

在蛋白水平也是随着 DP 处理时间的延长而增加，依然在 DP 处理 12–24 h 表达量最

高；和无处理对照相比， GPC3 和 HIF1α 分别最高上调了 1.97 倍（p<0.001）和 3.06

倍（p<0.001）；与之前略有不同的是，HIF1α 的蛋白表达量在 DP 处理 2 h 后即显

著上调（2.03 倍，p<0.001），而 mRNA 表达量则是缓慢上升的。 
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以上的实验结果说明，化学试剂 DP 诱导的低氧环境可促进 GPC3 和 HIF1α 表

达；100 μM DP 处理 HepG2 细胞 12–24 h 可以作为后续体外模拟低氧环境的方法。  

 

图 3-5 低氧诱导 GPC3 表达 

Figure 3-5 Hypoxia induced GPC3 expression 

DP (100 µM) 处理 HepG2 细胞不同时间后，通过 qRT-PCR 检测 GPC3（A）和 HIF1α

（B）mRNA 表达量；通过 Western Blot 检测 GPC3 和 HIF1α 蛋白表达量（C），并

根据 Western Blot 条带分析了 GPC3（D）和 HIF1α（E）的灰度值。数据表示平均

值±SEM (n=3)；ns，不显著，**P<0.01,  ***P＜0.001。 

(A) GPC3 and (B) HIF1α mRNA expression level in HepG2 after DP (100µM) treated 
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for different time period. (C) Western blot analysis of GPC3 and HIF1a protein levels in 

HepG2 after DP (100µM) treatment for different time period. (D) Gray value of GPC3 

and (E) HIF1a protein expression level. Data represent mean ± SEM (n=3); ns, not 

significant, **P<0.01,  ***P＜0.001. 

3.4 HIF1α 调控 GPC3 表达 

受低氧诱导的转录因子 HIF1α 通过激活下游基因表达，调控血管生成、上皮间

质转化、细胞增殖、分化和凋亡等过程，协调细胞对低氧环境的适应性，从而促进

肿瘤进展(Semenza 2012)。为了进一步探究 GPC3 与 HIF1α 的关系，通过实验检测了

HIF1α 与 GPC3 两者之间是否存在相互调控。 

首先，检测 GPC3 是否调控 HIF1α 的表达。在 HepG2 细胞中通过 shRNA 敲减

GPC3，DP 处理 24 h 后分别在 RNA 水平（图 3-6 A）和蛋白水平(图 3-6 B)检测 HIF1α

表达量，结果显示，无论是在 RNA 水平还是蛋白水平，HIF1α 的表达量和对照组相

比无显著差异，说明 GPC3 不影响低氧诱导 HIF1α 表达。 

随后，我们又检测了 HIF1α 是否调控 GPC3 的表达。和上一个实验类似，首先

在 HepG2 细胞中通过 shRNA 敲减 HIF1α，使用 DP 处理细胞 24 h 后，提取总 RNA

和总蛋白，分别在 RNA 水平（图 3-6 C）和蛋白水平(图 3-6 D)检测 GPC3 表达量。

结果显示，敲减 HIF1α 后 GPC3 的 mRNA 表达量和蛋白表达量均显著下降；和对照

组相比，分别平均下调了 25%（mRNA）和 30%（蛋白），说明敲减 HIF1α 导致

GPC3 表达量下降。 

以上的实验结果说明，在 DP 模拟的低氧环境中，HIF1α 可以正向调控 GPC3

的表达。 
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图 3-6 在 DP 诱导的低氧环境下，HIF1α 调控 GPC3 表达 

Figure 3-6 HIF1αregulate GPC3 expression under the DP simulated hypoxia 

environment 

在 HepG2 细胞中敲减 GPC3 后加入 DP 诱导低氧环境，随后检测 HIF1α mRNA（A）

和蛋白质（B）的表达量；同样，在 HepG2 中敲减 HIF1α 后加入 DP 诱导低氧环境，

随后检测 GPC3 mRNA（C）和蛋白质（B）的表达量。数据表示平均值±SEM (n=3)； 

*** P＜0.001；ns, 不显著。 

The impact of GPC3 knockdown on the HIF1α expression at mRNA (A) and protein(B) 

level in HepG2 cells under DP treatment-induced hypoxia condition was investigated. 

Similarly, the impact of HIF1α knockdown on the GPC3 expression was also investigated 

at the mRNA(C) and protein(D) level. Data represent mean ± SEM (n=3). *** P＜0.001. 

ns, not significant. 
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3.5 GPC3 与内源 FAT1 的互作鉴定 

GPC3 通过 GPI 锚定在细胞膜上，可以与细胞上或细胞外的受体蛋白或信号因

子等结合，稳定信号转导复合物的结构或直接参与多个信号的传递。为了进一步了

解 GPC3 在细胞膜上的功能，实验采用免疫共沉淀与质谱联用（Co-IP/MS）的方法

尝试寻找新的与 GPC3 互作的跨膜蛋白。hYP7 是由本实验室表达纯化的特异性识别

GPC3 的人源化单克隆抗体(Feng et al., 2013)，大小为 55KD，如图 3-7 中箭头所指示。

在 HepG2 细胞中，通过 hYP7 免疫共沉淀 GPC3 及其互作蛋白（图 3-7），并将富

集到的蛋白混合物通过质谱进行鉴定，共鉴定到 481 个候选蛋白。由于 GPC3 没有

胞内域，而由其介导的信号传导过程必须有一个跨膜蛋白参与，因此我们想要寻找

具有跨膜结构的互作蛋白。通过文献调研发现非典型钙粘蛋白 FAT1 为一次跨膜蛋

白，在肝癌中高表达且与肿瘤分期有关，因此将 FAT1 作为候选蛋白，并进行了验

证。 

  

图 3-7 实验组（With hYP7）和对照组（Without hYP7）免疫沉淀复合物考马

斯亮蓝染色 

Figure 3-7 The immunoprecipitation complexes were stained with coomassie 

blue in the experimental group (With hYP7) and the control group (Without hIgG) 

箭头指示 hYP7 条带。The arrow indicates hYP7. 
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在确定了候选蛋白后，我们在 HepG2 细胞中再一次通过 Co-IP 实验对质谱鉴定

的结果进行验证。收集 HepG2 细胞并裂解，将裂解的蛋白分成相等的两份，实验组

加入 hYP7，对照组加入 hIgG，并将最终富集到的免疫沉淀混合物洗脱、变性后通

过 SDS-PAGE 分离开，最后通过 Western Blot 实验检测 FAT1 蛋白是否同 GPC3 一

起被免疫沉淀下来。如图 3-8 所示，在 Input（HepG2 总蛋白）和 IP 实验组（hYP7）

中均可以检测到 GPC3 蛋白，而 IP 对照组（hIgG）中没有检测到，说明本次 Co-IP

实验是成功的，GPC3 只与特异性抗体 hYP7 结合，并通过 hYP7 被免疫沉淀下来；

同时，使用特异性抗体检测 FAT1，发现仅可以在 Input（HepG2 总蛋白）和 IP 实验

组（hYP7）中检测到目的条带，在对照组（hIgG）中未能检测到，说明 FAT1 是通

过与 GPC3 结合而被 hYP7 免疫共沉淀下来的，因此证明 GPC3 与内源 FAT1 互作。 

 

图 3-8  GPC3 在 HepG2 细胞中共免疫沉淀内源性 FAT1 

Figure 3-8 Co-Immunoprecipitation of endogenous FAT1 by GPC3 in HepG2 cells 

通过特异性抗体 hYP7 免疫沉淀 GPC3，然后通过 FAT1 特异性抗体检测 FAT1 蛋白

是否被免疫共沉淀。以 hIgG 作为 hYP7 抗体的对照。 

GPC3 was pulled down by monoclonal antibody hYP7 and the co-immunoprecipitation of 

FAT1 was detected by specific anti-FAT1 antibody. Pooled hIgG was used as isotype 

control of hYP7. 

 

非典型钙粘蛋白 FAT1 分子量大小为 506 KD，包含有 34 个钙黏素重复，5 个

EGF-Like（EGFL）结构域，1 个 Laminin G-Like（LG）结构域，单次跨膜结构域和

一个胞内域。由于 FAT1 的蛋白分子量巨大，难以克隆和后续操作，因此我们克隆

了包含有 2 个钙黏素、EGF-Like 结构域、Laminin G-Like 结构域、跨膜结构域和胞
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内域的 FAT1 截短片断将其命名为 Cad2C（从最后的两个钙黏素到 C 末端），该片

段含有 FAT1 所有的功能域，片段大小为 3.44 Kb，用于后续的实验研究。 

前面的实验已经证明了 GPC3 与内源 FAT1 互作，接下来我们通过 Co-IP 实验

进一步寻找 GPC3 与 FAT1 的互作区间。如图 3-9 A 所示，根据 FAT1 蛋白不同的结

构域克隆四个带有 FLAG 标签的 FAT1 截短片段（Cad2C、E5C、TMICD 和 ICD），

并将四个片段构建到表达载体 pFUSE上。构建好的 FAT1截短片段表达载体和GPC3

表达载体通过 PEI 介导共同转入 HEK293T 细胞中，以仅表达 FLAG 标签的空载体

作为阴性对照，瞬时表达 24 h 后提取细胞总蛋白。先使用 anti-FLAG 抗体在细胞总

蛋白中免疫共沉淀带有 FLAG 标签的 FAT1 截短蛋白，随后使用 hYP7 抗体检测免

疫共沉淀混合物中 GPC3 的含量。如图 3-9 B 所示，在 Input 蛋白中，可以检测到明

显的 GPC3 蛋白和 FAT1 截短重组蛋白条带，说明质粒成功转入细胞中并表达；在

anti-FLAG 抗体的免疫沉淀物（IP）中可以检测到 FAT1 截短重组蛋白，说明 Co-IP

实验是成功的；和对照组相比，在 anti-FLAG 抗体的免疫沉淀物（IP）中，只有与

Cad2C 及 E5C 共表达的实验组检测到明显的 GPC3 条带，而 TMICD 和 ICD 实验组

没有检测到明显的 GPC3 条带，说明 GPC3 只与 Cad2C 和 E5C 片段互作，且 Cad2C

与GPC3的结合要强于E5C与GPC3的结合。综合以上的结果可以说明GPC3与FAT1

的互作区间位于 FAT1 蛋白的胞外域。 

 

图 3-9 通过免疫共沉淀实验寻找 FAT1 与 GPC3 的互作区间 

Figure 3-9 Map the GPC3 binding domain of FAT1 by Co-Immunoprecipitation 
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A: 用于 Co-IP 实验的融合 FLAG 标签的 FAT1 截短重组蛋白示意图；B：在 HEK293T

细胞中共表达 GPC3 和 FAT1 截短重组蛋白并进行 Co-IP 实验。使用 anti-FLAG 抗

体免疫沉淀 FAT1 截短重组蛋白，并使用 hYP7 在免疫沉淀混合物中检测 GPC3。对

照组为空载体。 

A ： Diagram of the FAT1 fragments with C-terminal FLAG tag for 

co-immunoprecipitation assays. B：Co-immunoprecipitation of GPC3 by FAT1 truncation 

fragments with C-terminal FLAG tag in 293T cells. GPC3 and FAT1 truncation 

fragments were co-expressed in 293T cells. FAT1 fragments were pulled down with 

anti-FLAG monoclonal antibody, and the co-immunoprecipitated GPC3 was probed with 

anti-GPC3 monoclonal antibody hYP7. Ctrl was an empty expression vector for FAT1 

fragments. 

 

为了进一步缩小 GPC3 与 FAT1 的互作区间，将 FAT1 胞外域按照不同的结构

域分再为四个更小的片段（FAT1A-D），并在每个片段的 C 末端融合了 hFc 标签便

于蛋白纯化及后续检测。如图 3-10 A 所示，FAT1A (a.a.4013-4181)包含临近跨膜域

的四个 EGF-Like 结构域（EGFL2-5），FAT1B (a.a. 3830-4050)包含 LG 结构域和

EGFL2 结构域（LG-EGFL2），FAT1C (a.a 3789-3829)包含 EGFL1 结构域，FAT1D 

(a.a. 3662-3788)包含的区域位于钙黏素结构域与 EGFL1 之间，该区域的结构目前尚

未有详细的报道。我们通过 SWISS-MODEL 网站 (https://swissmodel.expasy.org/)预

测 FAT1D 区域的 3D 结构，发现 FAT1D 与人类受体酪氨酸磷酸酶 IA-2（

insulinoma-associated protein 2）的胞外结构域类似（图 3-10 B），因此推测该区域

可能是一个 RTP-Like（receptor tyrosine phosphatase-Like）结构，并将此区域命名为

RTP-Like 结构域。 

 

https://swissmodel.expasy.org/
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图 3-10 带有 hFc 标签的 FAT1 截短重组蛋白示意图（A）IA-2 及与 FAT1D 结

构模型（B） 

Figure 3-10 Diagram of truncated FAT1 fragment fused with hFc tag（A）and 

the structural model of IA-2 and FAT1D（B） 

 

    将带有 hFc 标签的 FAT1A-D 四个截短片段构建到表达载体 pFUSE 上，并通过

PEI 介导转入 HEK293F 悬浮细胞中瞬时表达，随后借助 hFc 标签纯化了四个 FAT1

截短重组蛋白。四个 FAT1 截短重组蛋白表达纯化后，将 1μg 蛋白分别加入到还原

蛋白 Loading Buffer 和非还原蛋白 Loading Buffer 中，并通过 SDS-PAGE 进行质检。

由于重组蛋白带有 hFc 标签，会以二聚体的形式存在，因此理论上非还原状态的蛋

白分子量大小是还原状态的两倍。如图 3-11 所示，FAT1A-D 的四个重组蛋白在还

原状态下蛋白分子量大小与预测一致且条带单一，说明我们纯化的蛋白是符合实验

要求的；在非还原状态下 FAT1A 和 FAT1D 的重组蛋白分子量大小略大于预测分子

量的两倍，有可能是由于蛋白修饰的原因造成的。 
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图 3-11 FAT1A-D-hFc 重组蛋白的 SDS-PAGE 胶图 

Figure 3-11 SDS-PAGE of FAT1A-D-hFc recombinant protein 

FAT1A-hFc（A）、FAT1B-hFc（B）、FAT1C-hFc（C）、FAT1D-hFc（D）蛋白上

样量均为 1 μg，分子量大小如胶图右侧标注所示；Non-Red：非还原条带；Red：还

原条带。 

The amount of FAT1A-hFc (A), FAT1B-hFc (B), FAT1C-hFc (C), FAT1D-hFc (D) 

proteins was 1 μg，and the molecular weight is shown on the right side of each gel；

Non-Red: None-Reducing；Red: Reducing. 

四个 FAT1 截短蛋白纯化并浓缩后，通过蛋白结合 ELISA 检测了四个片段与

GPC3 结合能力。如图 3-12 A 所示，FAT1B 和 FAT1D 重组蛋白与 GPC3 的结合能

力最高，结合率（1 μM 浓度下的 Binding Ratio）分别为对照的 10.10 倍（p<0.001）

A B 

C D 



 

Glypican-3 与 FAT1 的互作鉴定及其促进肝癌细胞迁移的研究 

59 
 

和 8.58 倍（p<0.001）；FAT1A 次之，是对照组的 4.19 倍（p<0.001）；FAT1C 与对照

组无差异，不与 GPC3 结合； 

除此之外，我们还通过流式细胞术（FACS）检测了四个 FAT1 截短蛋白与细胞

表面 GPC3 的结合能力。A431 细胞本身不表达 GPC3，用来作为阴性对照；在 A431

中稳定超表达 GPC3 的 A431（GPC3+）细胞系作为 GPC3 阳性细胞系。如图 3-12 B-C

所示，FAT1A 与细胞表面 GPC3 的特异性结合最强，是阴性对照的 4.5 倍；FAT1B、

FAT1C、FAT1D 对细胞表面 GPC3 的特异性结合较弱，分别为对照组的 2.5 倍、1.6

倍和 1.4 倍。值得注意的是，FAT1B、FAT1D 与阴性对照细胞也有极强的结合能力，

说明 FAT1B 与 FAT1D 对 GPC3 的结合是非特异的，这可能是由于某些与 FAT1B、

FAT1D 结合力更强的细胞表面蛋白（如品种和数量众多的糖蛋白）消弱了 GPC3

的作用。 

经过上述 Co-IP、ELISA 以及 FACS 的实验验证及分析，可以确定 GPC3 与 FAT1

的胞外域互作，且 FAT1 蛋白的 EGFL2-5（a.a.4013-4181）结构域是特异性结合 GPC3

的主要区域。                 

 

图 3-12 FAT1 截短重组蛋白与 GPC3 结合 

Figure 3-12 Protein binding between FAT1 truncated protein and GPC3 
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A：ELISA 分析 FAT1 截短蛋白与包被在 ELISA 板上的 GPC3 蛋白的结合。GPC3

蛋白（5 μg/mL）包被在 96 孔板底部，随后加入不用同浓度的 FAT1 截短片段并检

测 GPC3 结合能力，hIgG 为对照；B：流式细胞术分析 FAT1 截短蛋白与细胞表面

GPC3 的结合；C：利用 FAT1 与 A431（GPC3+）和 A431 结合率（荧光强度的几何

平均值）的比值计算 FAT1 片段的细胞表面 GPC3 结合差异；数据表示平均值±SEM 

(n=3)。 

A: ELISA analysis of FAT1 fragments binding to immobilized GPC3. Five micrograms of 

GPC3-His was coated on the 96-well plate, and varied amount of FAT1 fragments was 

added to the wells. Pooled hIgG was used as isotype control; B: FACS analysis of FAT1 

fragments binding to cell surface GPC3; C: Differential cell surface GPC3 binding of 

FAT1 fragments was calculated by the ratio of A431 (GPC3+) binding (geometrical mean 

of fluorescence intensity) normalized by A431 binding. Data represent mean ± SEM (n=3).  

3.6 FAT1 在肝癌细胞中高表达 

以往的研究显示，FAT1 在不同的肿瘤中作用不同，可以起到抑癌或者促癌的作

用。本研究中检测了 FAT1 在两份正常肝组织和三种肝癌细胞系（HepG2，Hep3B，

Huh7）中的表达量，实验结果如图 3-13 所示，无论是 RNA 水平（图 3-13 A）还是

蛋白水平（图 3-13 B），FAT1 在三种肝癌细胞系中的表达量均显著高于正常肝组织，

是正常肝组织的 2-28 倍。 
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图 3-13 比较正常肝组织和肝癌细胞系中 FAT1 的表达量 

Figure 3-13 Compared the expression of FAT1 in normal liver tissue and HCC cells 

在正常肝组织和肝癌细胞系中 FAT1 mRNA 表达量（A）和蛋白表达量（B）。数据

表示平均值±SEM (n=3)；ns，不显著，***P＜0.001。 

The mRNA (A) and protein（B）level of FAT1 expression in normal liver tissue and HCC 

cells. Data represent mean ± SEM (n=3); ns, not significant, ***P<0.001. 

3.7 FAT1 参与肝癌细胞的增殖与迁移 

针对 FAT1 设计了两个 shRNA（FAT1sh1 和 FAT1sh2）并构建到 pGreenPuro

载体上，在 HEK293T 细胞中包装慢病毒并感染 Hep3B 细胞，经过嘌呤霉素筛选 7

天后提取细胞的总 RNA 和总蛋白，通过 qRT-PCR 和 Western Blot 实验检测 FAT1

的表达量，验证两个 FAT1 shRNA 在细胞中的敲减效率。如图 3-14 所示，实验组细

胞系中 FAT1 的表达量显著降低，和对照组（WT 和 shCtrl）相比，在 RNA 水平和

蛋白水平分别平均下调了 70% 和 60%。说明设计的两个 shRNA（FAT1sh1 和

FAT1sh2）序列可以有效敲减 FAT1 表达。 
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图 3-14 检测 FAT1 shRNA 敲减效率 

Figure 3-14 FAT1 shRNA knockdown efficiency 

在 Hep3B 细胞中稳定转入 FAT1 shRNA（FAT1sh1 和 FAT1sh2）和对照 shRNA

（shCtrl）后，检测 FAT1 在 RNA 水平（A）和蛋白水平（B）的敲减效果。数据表

示平均值±SEM (n=3)；***P<0.001。 

Confirm the FAT1 knockdown efficiency in Hep3B cells stably transfected with FAT1 

specific shRNA (FAT1sh1 and FAT1sh2) or control shRNA (shCtrl) at mRNA level (A) 

and protein level (B). Data represent mean ± SEM (n=3); ***P<0.001. 

 

为了检测 FAT1 对细胞迁移的影响，在 Hep3B 细胞中稳定敲减 FAT1 并通过

Transwell 实验检测细胞的迁移能力。培养好的细胞用胰酶消化成单个细胞，使用细

胞计数板进行计数，将 2×104 个细胞接种到 Transwell 板的小室中，每个细胞做三个

技术重复。如图 3-15 A 所示，敲减 FAT1 后细胞的迁移能力显著下降；和对照组相

比，分别下调了 50%（FAT1sh1）和 52%（FAT1sh2），说明 FAT1 可以促进细胞迁

移。 

为了检测 FAT1 对细胞增殖的影响，在稳定表达荧光素酶报告基因的

Hep3B-Luciferase 细胞和 HepG2-Luciferase 细胞中敲减 FAT1，随后通过荧光素酶报

告基因检测细胞的增殖。将细胞以 5×103 个细胞/孔的量接种到 96 孔板中，每个细胞

系做 4 个技术重复，培养 72 h 后通过酶标仪检测荧光素酶的含量。如图 3-15 B 所示，

无论在 Hep3B-Luciferase 还是 HepG2-Luciferase 细胞系中，敲减 FAT1 后细胞增殖

均显著下降；和对照组相比，在 Hep3B-Luciferase 细胞系中敲减 FAT1，细胞增殖分
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别下调了 37%（FAT1sh1）和 24%（FAT1sh2）；在 HepG2-Luciferase 细胞系中敲

减 FAT1，细胞增殖分别下调了 55%（FAT1sh1）和 48%（FAT1sh2）；说明 FAT1

可以促进细胞增殖。 

综合以上的实验结果说明，FAT1 与 GPC3 一样，不仅可以促进肝癌细胞迁移，

也可以促进肝癌细胞增殖。 

 

 

图 3-15 FAT1 参与肝癌细胞迁移与增殖 

Figure 3-15 FAT1 is involved in cell migration and proliferation in HCC cells  

A：在 Hep3B 细胞中敲减 FAT1，通过 Transwell 实验检测细胞迁移。使用结晶紫溶

液对迁移的细胞进行染色，并在显微镜下观察并拍照记录。最后，使用 Image J 软件

进行分析。B：在 Hep3B-Luciferase 细胞和 HepG2-Luciferase 细胞中敲减 FAT1，通

过酶标仪检测细胞荧光素酶的变化显示细胞增殖速度的快慢。数据表示平均值±SEM 

(n=3)；* P＜0.05，**P<0.01，*** P<0.001。 

A: Knockdown of GPC3 in Hep3B cells, Transwell assay to detect cell migration. The 

migrated cells were stained with crystal violet, observed and photographed under a 

microscope, and analyzed by using Image J software. B: GPC3 was reduced in 

Hep3B-Luciferase cells and HepG2-Luciferase cells, and the effect of GPC3 on cell 
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proliferation was analyzed by measuring the changes of Luciferase activity. Data 

represent mean ± SEM (n=3); * P＜0.05, **P<0.01, *** P<0.001. 

3.8 FAT1 受低氧诱导表达，但不受 HIF1α 调控 

由于 DP 诱导的低氧环境可以促进 GPC3 表达，因此我们在这里也检测了低氧

环境是否对 FAT1 表达也有促进作用。同样使用 100 μM DP 处理 HepG2 细胞，分别

在处理 0 h、3 h、6 h、12 h、24 h 后取 RNA 样，提取总 RNA 后通过 qRT-PCR 的方

法检测 FAT1 mRNA 表达量，结果如图 3-16 A 所示，随着 DP 处理时间的延长，FAT1 

mRNA 的表达量逐渐上升；处理 12-24 h 后，FAT1 的表达量是未处理（对照）时的

1.98-1.67 倍。为了验证蛋白水平是否也有一样的结果，使用相同的诱导条件处理

HepG2 细胞，分别在处理 0 h、2 h、4 h、6 h、12 h、24 h 后取蛋白样，提取总蛋白

后通过 Western Blot 的方法检测 FAT1。如图 3-16 B 所示，随着 DP 处理时间的延长

FAT1 蛋白表达量上升，处理 12-24 h 后，相比对照上调表达了 1.88-2.42 倍。以上实

验结果证明低氧环境同样可以促进 FAT1 表达。 

 

图 3-16 低氧诱导 FAT1 表达 

Figure 3-16 Hypoxia induced FAT1 expression 

DP (100 µM) 处理 HepG2 细胞不同时间后，通过 qRT-PCR 检测 FAT1 mRNA 表达量

（A）；通过 Western Blot 检测 FAT1 蛋白表达量（B）。数据表示平均值±SEM (n=3)；

**P<0.01, *** P<0.001。 
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HepG2 cells were treated with DP (100 µM) for different time period, and subject to the 

measurement of FAT1 mRNA expression level by qRT-PCR (A) and protein levels by 

Western Blot (B). Data represent mean ± SEM (n=3); **P<0.01, *** P<0.001. 

 

由于在 DP 诱导的低氧环境中，GPC3 的表达受 HIF1α 的调控，因此我们又通过

实验探究了 FAT1是否与GPC3一样受HIF1α的调控。为了检测HIF1α是否调控 FAT1

表达，在 HepG2 细胞中通过 shRNA 敲减 HIF1α，DP 处理 24 h 后分别在 RNA 水平

和蛋白水平检测 FAT1 表达量，结果显示无论是 RNA 水平（图 3-17 A）还是蛋白水

平(图 3-17 B)，敲减 HIF1α 不影响低氧诱导 FAT1 表达。 

为了验证 FAT1 在肝癌细胞中是否会对 HIF1α 有调控作用，在 HepG2 细胞中通

过 shRNA 敲减 FAT1，DP 处理 24 h 后提取总 RNA 和总蛋白，分别在 RNA 水平（图

3-17 C）和蛋白水平(图 3-17 D)检测 HIF1α 的表达。结果显示，和对照组相比，敲减

FAT1 后 HIF1α 的 mRNA 和蛋白表达量没有显著变化。 

以上实验结果说明，FAT1 和 GPC3 一样可以在 DP 诱导的低氧胁迫环境中上调

表达，但不受 HIF1α 调控。 
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图 3-17 低氧诱导 FAT1 表达但不受 HIF1α 调控 

Figure 3-17 Hypoxia-induced FAT1 expression was not regulated by HIF1a 

在 HepG2 细胞中敲减 HIF1α 后加入 DP 诱导低氧环境，随后检测 FAT1 mRNA（A）

和蛋白质（B）的表达量；同样，在 HepG2 中敲减 FAT1 后加入 DP 诱导低氧环境，

随后检测 HIF1α mRNA（C）和蛋白质（D）的表达量。数据表示平均值±SEM (n=3)；

ns, 不显著。 

The impact of HIF1α knockdown on the FAT1 expression at mRNA (A) and protein (B) 

level in HepG2 cells under DP treatment-induced hypoxia condition was investigated. 

Similarly, the impact of FAT1 knockdown on the HIF1α expression was also investigated 

at themRNA (C) and protein(D) level. Data represent mean ± SEM (n=3); ns, not 

significant. 
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3.9 GPC3 和 FAT1 协同促进细胞迁移 

回顾前面的实验，我们已经证明了 GPC3 与 FAT1 互作，并且 GPC3 和 FAT1

都具有促进肝癌细胞迁移的作用。在此我们进一步探究了同时敲减 GPC3 和 FAT1

对细胞迁移的影响。如图 3-18 所示，与单独敲减 GPC3 或 FAT1 相比，共同敲减 FAT1

和 GPC3 对 Hep3B 细胞迁移的抑制作用更强，说明 FAT1 和 GPC3 可以对细胞迁移

起到协同促进作用。 

 

图 3-18 敲减 FAT1 和 GPC3 可以协同抑制细胞迁移 

Figure 3-18 Knockdown of GPC3 and FAT1 had synergistic effect in suppressing 

cell migration 

在 Hep3B 细胞中敲减 FAT1 和 GPC3，通过 Transwell 实验检测细胞迁移（A）并定

量（B）。数据表示平均值± SEM (n=3)；** P＜0.01，*** P＜0.001。 

Suppression of cell migration in Hep3B cells by GPC3 and FAT1 double knockdown was 

measured by Transwell assays (A) and quantified (B). Data represent mean ± SEM (n=3); 

** P＜0.01, *** P＜0.001. 

 

肿瘤细胞迁移与上皮间质转化（EMT）有关(Rankin and Giaccia 2016)，低氧环

境可以有效促进细胞 EMT 和迁移(Higgins et al., 2007; Liu et al., 2014)。E-cadherin（人

类 E-cadherin 基因又称为 CDH1）表达量下降是 EMT 的重要标志，Snail（人类同源
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基因又称为 SNAI1）是 EMT 的关键调节因子之一，可以激活下游多个转移相关基因

表达，如 Vimentin（人类同源基因又称为 VIM），MMP9 等。 

该部分实验检测了 DP 模拟的低氧环境是否可以促进 EMT 相关基因表达。和前

文一样，使用化学试剂 DP 处理 HepG2 细胞模拟低氧环境，随后于 0 h、3 h、6 h、

12 h、24 h 提取总 RNA，并通过 qRT-PCR 检测 EMT 相关基因的表达量。如图 3-19 

A-C 所示，与我们预期的一样，随着 DP 处理时间的延长，Snail（SNAI1）和 Vimentin

（VIM） mRNA 表达量呈升高趋势，而 E-cadherin（CDH1）则呈下降趋势，证明

DP 模拟的低氧环境可以促进细胞上皮间质转化相关基因的表达。 

综合前面的结果，我们发现低氧环境可以促进 GPC3，FAT1 和 EMT 相关基因

表达，而 GPC3 和 FAT1 可以促进肝癌细胞迁移，为了验证 GPC3 和 FAT1 是否通

过调控细胞 EMT 从而促进细胞转移，实验进一步探究了在低氧环境中敲减 FAT1 和

GPC3 后对 EMT 相关基因的影响。使用 DP 处理 GPC3 和/或 FAT1 敲减的细胞系中，

24 h 后提取总 RNA 并通过 qRT-PCR 检测 EMT 相关基因的表达量变化。如图 19 D-E

所示，和对照组相比，敲减 GPC3 和/或 FAT1 可以显著抑制 SNAI1，VIM 表达，且

共同敲减显示出对 SNAI1 更强的抑制作用；对于 CDH1，敲减 GPC3 和/或 FAT1 后，

CDH1 的表达量显著上升，且共同敲减对 CDH1 的促进作用更明显。说明在低氧环

境中，GPC3 和 FAT1 可以协同促进上皮间质转化。 

综上所述，在低氧环境中，GPC3 和 FAT1 可能通过协同调控细胞 EMT 相关基

因的表达从而促进细胞的迁移。 
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图 3-19 在低氧环境中, GPC3 和 FAT1 协同促进上皮间质转化 

Figure 3-19 GPC3 and FAT1 synergistically promote epithelial-mesenchymal 

transition in a hypoxic environment 
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DP 处理 HepG2 细胞后，通过 qRT-PCR 检测低氧环境 EMT 相关基因 SNAI1（A）、

VIM （B）和 CDH1 （C）的表达量变化；低氧环境中，敲减 GPC3 和/或 FAT1 对

SNAI1（D）、VIM（E）和 CDH1（F）的影响。数值表示平均值± SEM (n=3)；ns，

不显著，* P＜0.05，** P＜0.01，*** P＜0.001。 

The expression of EMT related genes SNAI1 (A), VIM (B) and CDH1 (C) was studied 

by quantitative RT-PCR in HepG2 cells after DP treatment. The impact of GPC3 and 

FAT1 knockdown on the expression of SNAI1 (D), VIM (E), and CDH1 (F) was 

investigated under DP-simulated hypoxia condition. Data represent mean ± SEM (n=3); 

ns, not significant, * P＜0.05, ** P＜0.01, *** P＜0.001. 

 

3.10 FAT1 抗血清的制备 

药物靶向治疗是癌症临床治疗的手段之一，由于靶向治疗以肿瘤细胞上异常表

达的蛋白为靶点，可以在抑制肿瘤细胞发生发展的同时减少对正常细胞的毒副作用，

因此在近几年受到了广泛的关注。目前已有的药物作用靶点有 EGFR 及 EGFR 酪氨

酸激酶、VEGF、HER2、CD20、PD1/PD-L1 等。但是由于不同的患者体质不同，肿

瘤异常表达的蛋白也不同，为了使肿瘤靶向治疗范围更广更精确，需要寻找和研究

更多的药物靶点。FAT1 在肝癌中超表达，并且对细胞增殖和迁移有促进作用，在本

研究中，希望可以找到针对 FAT1 的单克隆抗体，为靶向 FAT1 的免疫治疗研发奠

定基础。 

我们已经表达了融合 hFc 标签的 FAT1A-D 四个截短蛋白，使用这四个融合蛋

白免疫动物以获得抗血清。FAT1A，FAT1B，FAT1C，FAT1D 免疫新西兰大白兔对

应的编号分别为 R049，R050，R051，R052，其中 R049，R051 免疫 3 次；R050，

R052 免疫两次。在本实验中，以未免疫的 R049 血清为阴性对照，通过 ELISA 实验

检测抗血清效价。一般情况下，酶标仪测得的抗血清 A450 数值大于相应阴性血清

的三倍时所对应的效价即为抗血清效价。如图 3-20 所示，FAT1A 免疫的 R049 和

FAT1D 免疫的 R052 抗血清效价为 25600，FAT1B 免疫的 R050 和 FAT1C 免疫的

R051 抗血清效价为 3200。 
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图 3-20 FAT1 截短蛋白多抗血清的效价分析 

Figure 3-20 Titer analysis of the polyclonal sera immunized with FAT1 truncated 

proteins.  

R049-R052 分别为 FAT1A-D 免疫兔子的编号；M0 为未免疫的阴性血清；M2、 M3

分别代表免疫两次和免疫三次；横坐标表示抗体的稀释倍数，即文中所说的效价。 

R049-R052 are the numbering of FAT1A-D immunized rabbits. M0 is the 

pre-immunization serum. M2 and M3 represent the 2nd and 3rd immunization. The X-axis 

represents the anti-serum dilution fold, i.e., the titer mentioned in the article. 

 

为了检测抗血清能否识别细胞内 FAT1 蛋白，我们在 Hep3B 细胞系中通过

FAT1shRNA 瞬时敲减 FAT1，随后提取总 RNA 和总蛋白。首先，通过 qRT-PCR 检

测 FAT1shRNA 的敲减效果。如图 3-21 所示，实验组中 FAT1 mRNA 表达量显著降

低，和对照组（WT）相比，表达量分别下调了 90%（FAT1sh1）和 82%（FAT1sh2），

说明在实验组 FAT1 表达量显著下降。提取对照组和实验组细胞的总蛋白，作为后

续实验样品。 
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图 3-21 qRT-PCR 检测 FAT1 mRNA 表达量 

Figure 3-21 Measurement of FAT1 mRNA expression level by qRT-PCR 

 

接下来，以兔多抗血清为一抗，按照 1：500 的比例稀释，检测总蛋白中 FAT1

的表达量，测试能否将兔多抗血清应用于 Western Blot 实验。结果如图 3-22 所示，

R049，R050，R051，R052 四只兔子的多抗血清在对照组（WT）和敲减 FAT1 细胞

（FAT1sh1/2）中大于 250 KD 的位置未能杂到明显的差异条带（目的蛋白分子量为

506 KD），说明本次免疫的兔多抗血清不能应用于 Western Blot 实验。造成这种结

果的原因可能是由于免疫兔子时使用的 QuickAntiBody 属于水溶性佐剂，可以维持

蛋白的结构，因此产生的抗体更多的是识别抗原的构象表位；在 ELISA 检测抗血清

效价实验中，抗原为未变性的蛋白，呈现的是构象表位，因此兔多抗血清可以与其

结合；而在 Western Blot 实验中，蛋白样品加入了还原性 Loading Buffer，经过

SDS-PAGE 后呈现出的是线性表位，所以兔多抗血清未能检测到预期的目的条带。 
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图 3-22 使用兔多抗血清检测 FAT1 蛋白 

Figure 3-22 Detection of FAT1 with rabbit polyclonal anti-serum  

A：R049 多抗血清检测 FAT1；B：R050 多抗血清检测 FAT1；C：R051 多抗血清检

测 FAT1；D：R052 多抗血清检测 FAT1。 

A：Detect FAT1 by R049 polyclonal anti-serum ; B: Detect FAT1 by R050 polyclonal 

anti-serum ; C: Detect FAT1 by R051 polyclonal anti-serum ; D: Detect FAT1 by R052 

polyclonal anti-serum. 

 

由于兔抗血清未能达到预期效果，因此对实验方案进行了优化。由于前面的实

验已经证明 FAT1A（EGFL2-5）是 GPC3 的主要结合区域，为筛选到阻断 GPC3 与

FAT1 结合的抗体，使用 FAT1A 蛋白免疫了 3 只 BALB/c 小鼠。免疫两次后取小鼠

血清，检测血清中是否含有可识别 FAT1 的抗体。由于小鼠的血清量少，因此将三

只小鼠的多抗血清混在一起，用于后续实验。 
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通过慢病毒转染的方法在 Hep3B 细胞中超表达 FAT1-Cad2C-His 片段，分别使

用 anti-His 的商业抗体（对照，指示 Cad2C 条带位置）和小鼠多抗血清，通过 Western 

Blot 实验检测制备的小鼠多克隆抗血清是否可以识别到细胞中超表达的

FAT1-Cad2C-His 片段。如图 3-23 所示，使用购买的 anti-His 抗体可以在超表达

Cad2C-His 片段的细胞中检测到一条分子量大于 100KD 的特异性条带（如箭头所

示），而使用制备的小鼠抗血清可以检测到同样的条带（如箭头所示），说明本次

实验成功地制备了 anti-FAT1 的小鼠抗血清。 

 

 

图 3-23 使用小鼠多抗血清检测 FAT1-Cad2C-His 

Figure 3-23 Detection of FAT1-Cad2C-His with mouse polyclonal anti-serum  

A：使用 anti-His 抗体检测 FAT1-Cad2C-His，作为抗血清的阳性对照；B：使用小鼠

多抗血清检测 FAT1-Cad2C-His；箭头指示目的蛋白 

A: Anti-His antibody was used to detect FAT11-Cad2C-His as a positive control for 

anti-serum. B: Detect FAT1-Cad2C-His by mouse polyclonal anti-serum. The arrow 

indicated the location of the target protein band. 
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4 讨论 

4.1 GPC3 促进肝癌细胞迁移与增殖 

GPC3 是硫酸乙酰肝素蛋白聚糖（HSPG）家族的成员之一，该家族在人类基因

组中共有六个成员，分别是 GPC1、GPC2、GPC3、GPC4、GPC5 和 GPC6。所有的

GPCs 都在在胚胎发育阶段高表达，参与胚胎的成长和发育成型，但在成人体内只有

部分 GPCs 在特定的部位表达，说明 GPCs 的表达受到严格的调控(Filmus 2001; Zhou 

et al., 2018)。值得注意的是，成人正常的肝组织中不表达 GPC3，但由 70% - 90%肝

癌患者的肿瘤组织显示 GPC3 阳性(Capurro et al., 2003; Ruan et al., 2011; Wu et al., 

2015; Jiang et al., 2016; Sun et al., 2017; Wu et al., 2017; Yu et al., 2018; Fu et al., 

2019)。到目前为止，越来越多的研究表明，GPC3 可以作为肝癌诊断和治疗的肿瘤

标志物。例如，Wu 等人发现，高表达 GPC3 与肝癌进展，高血管侵袭率和 5 年生

存率有很大的关系；在 BCLC-C 期的肝癌患者中，GPC3 的表达量要比 BCLC-A 期

和 BCLC-B 期患者高(Wu et al., 2015)。转移是肿瘤恶化的重要表现之一。Montalbano

等人的研究显示，GPC3 可以促进肝癌患者组织中分离的原代肝细胞迁移和侵袭

(Montalbano et al., 2018)。此外，还有研究显示，GPC3 可以通过 EMT 和 Wnt 信号

通路来促进细胞迁移(Stigliano et al., 2009; Wu et al., 2015; Zhang et al., 2018b)；敲减

GPC3 可以有效抑制肝癌细胞的增殖、迁移和侵袭(Ruan et al., 2011; Wu et al., 2015)。

在我们的研究结果中，GPC3 在肝癌细胞中的表达量要远远高于成人正常的肝组织

（图 3-1）；在肝癌细胞中，通过 shRNA 敲减 GPC3 后，细胞的增殖和迁移均受到

显著抑制（图 3-4 A-B）；证明 GPC3 对肝癌细胞增殖和迁移有促进作用。 

4.2 FAT1 促进肝癌细胞迁移与增殖 

在以往的研究报道中，GPC3 可以和生长因子互作或作为共受体来调控细胞表

面的信号传递(Midorikawa et al., 2003; Capurro et al., 2014; Li et al., 2019)，在我们的

研究中，通过 Co-IP/MS 鉴定到一个新的与 GPC3 互作的细胞表面跨膜蛋白--FAT1。

FAT1 是定位于细胞膜上的一次跨膜蛋白，在肝癌组织中高表达，可以促进肝癌细胞

增殖和迁移(Valletta et al., 2014)。Valletta 等人通过免疫组织化学（IHC）和组织芯



 

华中农业大学 2020 届博士研究生学位论文 

76 
 

片（Tissue Microarry，TMA）技术分析 112 例肝癌患者肿瘤组织 FAT1 的表达情况，

发现 FAT1 在细胞膜上的染色强度在个别患者中差异显著。Li 等人的研究同样发现，

FAT1 的表达与肝癌 pTNM 分期（反应肿瘤恶性程度）显著相关，FAT1 阳性的肝癌

患者的累计生存率要低于 FAT1 阴性患者(Li et al., 2016)。在本研究中，我们检测了

两份成人正常肝组织和三种肝癌细胞系中 FAT1 的表达量，结果显示在正常肝组织

中检测不到 FAT1 的表达，而肝癌细胞系中 FAT1 的表达量要远高于正常的肝组织

（图 3-13）。在肝癌细胞系中敲减 FAT1 可以显著抑制细胞增殖和迁移（图 3-15 

A-B），这也预示了 GPC3 和 FAT1 可能协同参与肝癌细胞迁移。 

4.3 GPC3 与 FAT1 互作 

虽然 GPC3 和 FAT1 具有相似的表达模式和功能，但目前还没有确切的研究指

出 GPC3 与 FAT1 之间存在结构或者功能上的互作。在本研究中，我们首先通过

Co-IP/MS 鉴定到 GPC3 的候选互作蛋白 FAT1，随后又通过 Co-IP，ELISA 和 FACS

实验进一步验证了 GPC3 与 FAT1 的互作，确定他们之间存在直接的互作关系。我

们的结果显示，通过 anti-GPC3 的特异性抗体 hYP7 可以将内源的 FAT1 和 GPC3 从

蛋白混合物中共同沉淀下来（图 3-8）。FAT1 分子量为 506 KD，包含 34 个钙黏素

重复序列，一个 Laminin G-Like 结构域，5 个 EGF-Like 结构域，一个跨膜结构域和

一个分子量较大的胞内域(Dunne et al., 1995)。由于 FAT1 分子量较大，后续实验较

难操作，因此我们克隆了包含有所有结构域的 Cad2C 截短片段（图 3-9A）用于后续

实验。 

为了寻找 FAT1 中 GPC3 的结合位置，我们将 FAT1 按照不同的功能域构建了

四个 FAT1 截短蛋白（Cad2C，E5C，TMICD，ICD）并在 C 末端融合了 FLAG 标

签，与 GPC3 在 HEK293T 细胞中共表达。由于在前面的实验中通过 GPC3 的特异性

抗体免疫沉淀到内源的 FAT1，因此在这个实验中我们利用 anti-FLAG 的抗体看能否

通过 FAT1 免疫沉淀到 GPC3。结果显示 Cad2C（从最后的两个钙黏素到 C 末端区

域）和 E5C（从第一个 EGF-Like 结构域到 C 末端区域）保留有 GPC3 的结合能力，

而 TMICD（从跨膜区到 C 末端区域）和 ICD（胞内域）则不具有结合 GPC3 的能力

（图 3-9），这说明 GPC3 与 FAT1 的细胞外结构域结合。 
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为了进一步缩小 GPC3 的结合区间，表达纯化了四个更小的 FAT1 截短片段

（FAT1A-D），每个片段包含了不同的结构域（图 3-10，3-11）。首先通过 ELISA

结合实验证明，FAT1B（LG-EGFL2）和 FAT1D（RTP-Like）与 GPC3 的结合能力

最强，而 FAT1A（EGFL2-5）与 GPC3 的结合能力次之，FAT1C（EGFL1）不能与

GPC3 结合。这些结果说明了 RTP-Like 结构域和 Laminin G-Like 结构域可能是 GPC3

强结合位点，而 EGF-L2 结构域与 GPC3 结合次之（图 3-12 A）。Inamori 等人的研

究中发现，糖基化酶 LARGE2 可以利用糖胺聚糖修饰蛋白多糖的糖基结构，使蛋白

聚糖具有 Laminin 结合能力。同时，他们鉴定到同为 HSPG 家族成员的 GPC4 也是

LARGE2蛋白底物之一(Inamori et al., 2016)。而GPC3与GPC4同属 HSPG蛋白家族，

一样具有 HS-GAG 侧链，有可能因此具有和 FAT1 蛋白中 Laminin G 结构域结合的

能力。关于 RTP-Like 结构域目前尚无详细的研究报道，通过 SWISS-MODEL 工具

(https://swissmodel.expasy.org/)进行 3D 建模发现其整体结构类似于人类受体酪氨酸

磷酸酶 IA-2（PDB ID#2QT7），因此暂时命名为 RTP-Like。然而，目前尚不清楚

RTP-Like 结构域或者 FAT1 是否具有任何基于磷酸酶的信号转导活性。在 ELISA 实

验中，FAT1 的 RTP-Like 区域具有很强的 GPC3 结合能力（图 3-12 A），但在流式

细胞术实验中，该区域与细胞表面 GPC3 的结合似乎是非特异性的，这可能是因为

细胞表面复杂的蛋白质造成的高实验背景（图 3-12 B-C）造成的；而 FAT1 蛋白的

EGFL2-5 结构域，虽然在 ELISA 实验中结合 GPC3 的能力稍差，但在 FACS 实验中

与细胞表面 GPC3 显示出很强的特异性结合，说明 EGF2-5 是 FAT1 的 GPC3 主要特

异性结合区域。 

4.4 GPC3 与 FAT1 在 DP 诱导的低氧环境中上调表达 

肝癌的发生和发展与肿瘤微环境息息相关，低氧是肿瘤微环境的重要特征之一

(Zhang et al., 2018a)。回顾以往的研究，低氧环境可以诱导大量的基因表达，如参与

糖酵解的酶，血管内皮生长因子和促红细胞生成素等 (Semenza et al., 1991; 

Majmundar et al., 2010; Suzuki et al., 2017)。在我们的研究中，按照以往文献报道的

方法使用 DP 作为诱导低氧的条件，发现 DP 处理细胞后 GPC3、FAT1、HIF1α 和

EMT 相关基因的表达量显著上调（图 3-5，16，19）。此外，通过实验我们还发现

https://swissmodel.expasy.org/
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HIF1α 可以调控 GPC3 表达（图 3-6），但与 FAT1 互不影响（图 3-17）。在 Valletta

等人的研究中，DP 同样可以诱导 FAT1 表达，但其诱导作用可以被 HIF1α 的抑制剂

—棘霉素中断，说明在肝癌中 HIF1α 是低氧诱导 FAT1 表达的上游调节因子(Valletta 

et al., 2014)。然而我们的研究发现通过 shRNA 敲减 HIF1α 并不影响 DP 诱导 FAT1

表达，这可能是由于实验方法不一致造成的，因此 HIF1α 对 FAT1 的表达是否具有

调控作用，需要更多的实验进一步验证。 

4.5 GPC3 与 FAT1 协同促进细胞迁移 

低氧环境可以促进肝癌的侵袭性(Liu et al., 2017; Liu et al., 2018)，某些受低氧调

节的基因可以促使肿瘤转移。例如，在原发性肝癌中，低氧诱导因子 HIF1α 与淋巴

结转移和肺转移、肿瘤分期显著相关(Guo et al., 2016)；Hu 等人的研究证明，在低氧

环境中 FAT1 可以调控恶性胶质瘤上皮间质转化(Hu et al., 2017)；Wu 等人的研究显

示，在肝癌肿瘤组织中，GPC3 的表达与上皮间质相关蛋白的表达紧密相关(Wu et al., 

2015)。我们的研究结果显示，在 DP 诱导的低氧环境下，GPC3 和 FAT1 均上调表

达（图 3-5，16），促进 EMT 的基因 SNAI1 和 VIM 同样上调表达，而抑制 EMT

的基因 CDH1 下调表达（图 3-19 A-C），说明 DP 可以促进肝癌细胞上皮间质转化。

实验还发现单独敲减 GPC3 或 FAT1 可以反向调控 EMT 相关基因（SNAI1，VIM，

CDH1）表达（图 3-19 D-F），从侧面再次证明 GPC3 和 FAT1 可以促进肿瘤 EMT

过程。更重要的是，当我们在细胞中共同敲减 GPC3 和 FAT1 时，抑制肝癌细胞迁

移的程度要大于单独敲减 GPC3 或 FAT1（图 3-18）；并且共同敲减对肿瘤转移相

关基因的反向调控程度也大于单独敲减（图 3-19 D-E），说明 GPC3 和 FAT1 对细

胞迁移有协同促进作用。 
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5 本研究的创新点和不足之处 

在本研究中，我们通过 Co-IP/MS 方法首次鉴定到一次跨膜蛋白 FAT1 与 GPC3

在细胞膜上互作，并发现 FAT1 蛋白胞外域的 EGFL2-5 (a.a.4013-4181) 结构域是

GPC3 的主要特异结合位点。对于 FAT1 而言，由于其细胞外分子量巨大，以往的研

究都只关注了 FAT1 胞内域与胞内信号分子的互作，而我们的研究结果首次发现了

与 FAT1 胞外域互作的蛋白。GPC3 与 FAT1 在肝癌细胞中均属于促癌基因，特别是

GPC3，在肝癌诊断和治疗中具有一定的应用价值。此外，我们的实验数据还证实了

GPC3 与 FAT1 可以协同促进肝癌细胞迁移，并且在低氧环境中共同调控 EMT 相关

基因的表达，为研究 GPC3 在肝癌进展过程中的分子机制提供了新的思路。 

虽然对 GPC3 作用机制的研究有一定的进展，但我们的研究工作仍存在不足之

处。我们通过 ELISA 等蛋白水平实验确定了 GPC3 与 FAT1 互作并初步鉴定了 FAT1

上的 GPC3 互作区间，但仍需要在动物体内进行实验验证；在分子机制方面，部分

基因表达变化仅限于 mRNA 水平，需要在蛋白水平进一步验证；除此之外，本研究

缺少对 GPC3 和 FAT1 上下游信号调控网络的探索。 
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